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El Péptido Liberador de Gastrina (GRP) es un péptido de 27 aminoácidos que fue
aislado por Mc Donald y cols. en 1977 de tejido gástrico porcino e identificado posteriormente
en el Sistema Nervioso Central (SNC) de mamiferos y en el hombre (Moghirnzadeh y cols.,
1983; Price y oMs., 1984). Asimismo, GRP es un estimulador potente de las secreciones
pancreática y gástrica en animal de experimentación y en humano (Knigge y cols., 1984;
Knuhtsen y cols., 1984).
Además de su localización en tejido gástrico se ha encontrado inmunorreactividad a
GRP asi como receptores específicos en el tejido cerebral, principalmente en el hipotálamo
(Moody y cols., 1981). GRP regula latemperatura, el apetito, y también ínter iene en el control
de las funciones cardíaca y gástrica (Brown y cols., 1977; Gibbs y Smith, 1988; Malchlouf y
Schubert, 1988; Walsh y cols., 1988). Además, 01W participa en la regulación neuroendocrina
de la secreción de hormonas hipofisarias; por ejemplo, GRP inhibe indirectamente la secreción
de hormona de crecimiento (GH) y prolactina ((‘RL) in vivo (Kentroti y cols., 1988a y b;
Manzanares y cols., 1991).
Su abundancia en el SNC, concretamente en el hipotálamo, apunta hacia unafinalidad
coordinada con el factor liberador de corticotropina (CRE) en el proceso de regulación del eje
hipotálamo-liipóflsis-adrenal (¡-IHA), implicado en la fisiopatología de algunas alteraciones
mentales que cursan con ansiedad, como son la depresión, anorexia nerviosa y bulimia.
El presente trabajo ha tenido como objetivo en primer lugar estudiar la participación
de GRP en la regulación del eje lIRA en condiciones basales. Para ello se han realizado
experimentos tanto in vivo como in vito.
Los experimentos in vito revelan que GRP activa el eje HHA y aumenta la liberación
de corticotropina (ACTH) y corticosterona actuando a través de su receptor a los tres niveles
del eje HHA, es decir, en el hipotálamo, aumentando la liberación de CRE, en la hipofisis,
aumentando la liberación de ACTH, y en la glándula adrenal, aumentando la liberación de
corticosterona. Asimismo, se ha observado que GRP no regula de forma tónica la liberación
de estas hormonas a ninguno de los tres niveles del eje. Por otra parte, y con el fin de
determinar si la liberación de ACTH inducida por GRP anivel hipofisario es dependiente de
calcio, se estudió el efecto de distintas concentraciones de GRP sobre la liberación de esta
hormona tanto en condiciones fisiológicas (concentración de calcio extracelular 1,5 mM) como
en concentraciones bajas de calcio extracelular (200 nM), encontrándose que la liberación de
ACTH inducida por GRP es un proceso calcio-dependiente.
Los experimentos in vivo demuestran que GRP es un potente activador del eje HHA,
efecto ejercido anivel central, ya que su administración intracerebroventricular (icv), pero no
su administración intravenosa (iv). eleva de forma mareada las concentraciones plasmáticas
de ACTH y corticosterona. Este efecto parece estar mediado tanto por el receptor de GRP como
por el de CRE, ya que la administración de antagonistas de ambos receptores bloquca la
secreción plasmática de ACTH y corticosterona inducida por GRP. Asimismo, y mediante el
uso de estos mismos antagonistas se ha observado que tanto GRP como CRE no regulan de
forma tónica la secreción plasmática de ambas hormonas.
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Resumen
Una vez descritas tanto la vía de administración, como las dosis, los tiempos y el
mecanismo de acción por el cual GRP activa el eje HHA, y tras no haberse encontrado
evidencias de su participación en la regulación endógena de la secreción de ACTH y
corticosterona en condiciones basales, se decidió estudiar la posible función fisiológica de este
neuropéptido y la implicación del receptor de GRP tras la activación del eje lIlIA en situación
de estrés, y compararla con el efecto que CRE (el activador más potente del eje HHA conocido
hasta ahora) ejerce sobre estos procesos. Para ello se han utilizado los antagonistas
mencionados anteriormente, y se ha observado, como ya era sabido, que el estrés por
restricción de movimientos produce una gran elevación de la secreción de ACTH y
corticosterona, pero que además, ese aumento es atenuado, no sólo como era previsible tras
el bloqueo previo con un antagonista del receptor de CRE, sino que también posee el mismo
efecto un antagonista del receptor de GRP.
Dada la importancia de la serotonina en la regulación del eje HHA, el objetivo del
siguiente bloque de experimentos ha sido caracterizar el papel de GRP sobre la actividad
serotoninérgíca del núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV) tanto en situación basal como
de estrés, así como los mecanismos eventualmente implicados en dicho efecto. La
administración icv de GRP aumenta la actividad serotoninérgica en el NPV, efecto que parece
estar mediado por el receptor de GRP, pero no por el de CRE; asimismo, se ha observado que
tanto GRP como CRE no regulan de forma tónica la actividad serotoninérgica en el NPV en
condiciones basales, pero sí en procesos de estrés.
En la última parte de experimentos se ha estudiado el efecto que produce la
administración icv de GRP sobre la regulación de la expresión génica de CRE,
proopiomelanocortina (POMC) y proencefalina (PENK) y cómo dicho efecto eventual podría
modificarse a lo largo del tiempo. La medida del ARNm de estos polipéptidos se ha realizado
mediante técnicas de histoquimica por hibridación in situ, en distintas regiones hipotalámicas
e hipofisarias, áreas en las que se expresan dichos precursores en alta proporción. Estas son
el NPV y el núcleo ventromediál (NVM) del hipotálamo, y los lóbulos anterior e intermedio de
la hipófisis. GRP eleva los niveles de ARNm de CRE en el NPV, 120 mm tras su administración,
mientras que la expresión génica de PENK a los tiempos estudiados no se modifica ni en el
NPV ni en el NVM. Por último, GRP eleva de forma marcada los niveles de ARNm de POMO en
el lóbulo anterior (60 y 120 mm tras su administración) e intermedio de la hipófisis (30 y 60
mm tras su administración).
En conclusión, los resultados presentados ponen de manifiesto que GRP es un potente
activador del eje U HA, actuando de forma coordinada con CRE en la regulación de la secreclon
de ACTH y corticosterona, y demuestran la implicación de GRP en el aumento de la secreción
hormonal adrenohipofisaria y de la actividad serotoninérgica en el NPV que se produce en
situaciones de estrés. Aparentemente, este neuropéptido es capaz de modificar la expresión
génica de CRF en el NPV y POMC en la hipófisis en condiciones basales. Todo ello apunta que
GRP podría ser un nuevo secretagogo de ACTH y corticosterona, y sugiere la eventual
aplicación de antagonistas de GRP en el tratamiento de patologías relacionadas con






1. El eje hipotálamo-hipófisis-adrenal
El mantenimiento de la honieostasis es fundamental para la supervivencia del
individuo y propagación de su especie. Para ello, debe existir una coordinación entre las
condiciones ambientales externas y los procesos fisiológicos que materializan la respuesta.
Así, los seres vivos han desarrollado una serie de mecanismos y sistemas que les permiten
mantener esta homeostasis y adaptarse de este modo al ambiente.
Con este fm, los mamíferos, han desarrollado un procedimiento de defensa complejo
que incluye algunos de los componentes del Sistema Nervioso Central (SNC), como son el
núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV), distintos núcleos noradrenérgicos del tallo
cerebral, el eje hipotálaino-hipófisis-adrenal (lIlIA) y el sistema nervioso autónomo. El objetivo
de todos estos sistemas en su conjunto es mantener la homeostasis tanto en situación basal
como de estrés, e intervenir en la regulación de funciones corporales fundamentales, como el
tono cardiovascular, la respiración y el metabolismo. La activación de estos sistemas inhibe
algunas funciones ejercidas por el SNC, como son el comportamiento sexual y la conducta
alimenticia, y en cambio estimula otras, como son las emociones. Por otra parte, la activación
de estos sistemas también altera funciones reguladas por el sistema nervioso autónomo
periférico, como son la funcionalidad gastrointestinal y la respuesta inflamatoria e inmune.
El eje HHA es un sistema que íntegra tres niveles diferentes. La activación de este eje
se inicia en el NPV, con la liberación del factor liberador de corticotropina (CRE) a la
circulación portal hipofisaria. En la hipófisis anterior, CRE actúa sobre sus receptores situados
a este nivel para estimular así la liberación de la hormona adrenocorticotropa o ACTH, que a
su vez actúa sobre las glándulas adrenales para inducir la sintesis y liberación de
glucocorticoides, corticosterona en roedores y cortisol en primates y en el hombre. Los
glucocorticoides ejercen un efecto de retroalinaentación negativa sobre la secreción de CRE y
ACTH. Esta alteración hormonal responde a distintos estímulos estresantes y a cambios
debidos a la adaptación del individuo a su entorno, así como a procesos fisiológicos
endógenos.
1. Hipotálamo y núcleo paraventricular del hipotálamo: neuroanatomia y
neuroendocrinologia
El hipotálamo está localizado en la base del cerebro anterior, por debajo del tálamo
(figura 1)y está dividido en dos partes por el tercer ventrículo. El hipotálamo contiene asu vez
distintas regiones, cada una de ellas formada por cuerpos celulares situados de forma bilateral
en relación al tercer ventrículo (Zaborszky, 1982).
Distintas fibras nerviosas conectan el hipotálamo con la corteza cerebral, el tálamo,
otras partes del sistema limbico (como el hipocampo, la amigdala y el septum) y la médula
espinal. Las neuronas de estas regiones cerebrales liberan neurotransmisores que regulan las




















(a) El hipotálamo se encuentra en la base del cerebro medio, por debajo del tálamo; la hipófisis se
encuentraunidaa la eminenciamediahipotalámicaporel infundíbulo. (1>) Conexiones entre elhipotálamo
y la hipófisis y principales subdivisiones de la hipófisis.
Es importante destacar lagran cantidad de funciones que Tealizan los distintos núcleos




autónomo simpático y parasimpático que controla las funciones viscerales; b) interviene en
la regulación de la temperatura corporal del organismo; e) contiene el «reloj biológico” que
regula los ritmos biológicos del organismo; d) regula el balance electrolítico; e) controla el
comportamiento emocional (enfado, miedo, euforia, ansiedad) y otros tipos de comportamiento
como hambre, sed, agresión y comportamiento sexual (Zaborszky, 1982; Martin, 1985).
El hipotálamo contiene además células neurosecretoras encargadas de liberar
hormonas. Existen dos grupos de células neurosecretoras hipotalámicas agrupadas en dos
sistemas: el sistema magnocelular y el sistema parvocelular:
a) Sistema magnocelulan Las células neurosecretoras magnocelulares están localizadas
en el NPV yen el núcleo supraóptico (NSO). El NPV contiene dos tipos de células, un
grupo que sintetiza oxitocina y otro grupo que sintetiza arginina-vasopresina (AVP).
Asimismo, el NSO también produce oxitocinay vasopresina. Estas células se proyectan
hasta el lóbulo neural de la hipófisis, donde estas hormonas se liberan a partir de las
terminaciones nerviosas (Swanson y Sawchenko, 1983).
14 El sistema parvocelular: Las células neurosecretoras parvocelulares se encuentran
en el área preóptíca, núcleo ventromedial (NVM), núcleo arqueado (ARC), NPVy NEO,
y se proyectan hasta la eminencia media (EM) del hipotálamo. Esta última región
contiene venas portales hipofisarias que desembocan en la adenohipófisis. Los axones
de las neuronas parvocelulares desembocan en la EM, donde forman terminaciones
sobre el espacio pericapilar que rodea los capilares del sistema portal hipofisario
(Antoni, 1986a). De esta forma, las hormonas hipotalámicas (llamadas hormonas
hipofisiotrópicas) se liberan en la EM (tabla 2), desde donde se incorporan a la
circulación portal hipofisaria, alcanzando la adenohipófisis, donde a su vez regulan la
liberación de distintas hormonas. Para ser llamadas hipofisiotrópicas, estas honnonas
deben cumplir tres condiciones: a) estar presentes en la EM; b) presentar niveles
mayores en circulación portal hipofisaria que en el resto del sistema circulatorio; c)
presentar niveles en circulación portal hipofisaria correlacionables con la secreción de
la correspondiente hormona hipofisaria (Sarkar, 1983).
El N PV del hipotálamo posee ocho subdivisiones, tres magnocelulares (anterior, medial
y posterior), cuyas neuronas emiten sus axones a la neurohipófisis, y cinco parvocelulares
(periventricular, anterior, medial, dorsal y lateral), cuyas neuronas emiten sus axones a la
zona externa de la EM y a distintos núcleos del tallo cerebral y de la médula espinal, algunos
de los cuales están relacionados con el sistema nervioso autónomo. Por otro lado, las
neuronas de este núcleo reciben aferencías del tallo cerebral, de las regiones limbicas del
telencéfalo y del hipotálamo, incluyendo el área preóptica, los núcleos supraquiasmático
(NSQ), ARC y NVM, el núcleo subfornical y las áreas hipotalámicas anterior y lateral. Estas
proyecciones son pequeñas, exceptuando las aferencias del ARC y del área subfornical, y
alcanzan el NPV para continuar y terminar en otras regiones, como la EM, y en menor medida




Honnonas sintetizadas y liberadas a partir de células neurosecretoras del hipotálamo
Aiea hipotalámica Síntesis hormonal
Área preóptica •Hormona liberadora de hormona
luteinizante (LII- RBI
•llormona liberadora de tirotropina (TRH)
Núcleo supraóptico •En la región ruagnocelular:
c~ AVP
o Oxitocina
•En la región parvocelular:
o ORF
Núcleo paraventricular •En la región ¡nagnocelular:
t~ AVP
~“ Oxitocina
•En la región paivocelular:
t:.~ OPIr
~ TElA











Numerosos cuerpos celulares de neuronas parvocelulares que se proyectan a la zona
externa de la EM contienen una alta concentración de CRF (Antoní, 1986a), un péptido de 41
aminoácidos que es la principal hormona encargada de activar el eje HHA, como se explicará
posteriormente. Estas neuronas también contienen el ARNm que codifica el precursor de CRF
(Young y cols., 1986a). Se ha descrito que CRF y AVP, y sus respectivos ARNm coexisten en
las neuronas parvocelulares del NPV que terminan en la EM (Tramu y cols., 1983; Sawchenko
y cols., 1984ay b; Wolfson y cols., 1985). De hecho, CEF y AVP están presentes en las mismas
vesículas secretoras de la zona externa de la EM, lo que sugiere que pueden ser liberados de
formaconjunta(Whitnally cols., 1985). También existen otrospéptidos co-localizados conCRF
en estas neuronas, como angiotensina 11 (Líndy cols., 1985) y octapéptido amino-terminal de
colecistoquinina (CCK-8; Mezey y cols., 1986). El conjunto de sustancias neuroactivas
localizadas en el NPV se resume en la tabla 2.
Asimismo, pero en menor medida, existen neuronas que contienen CRF que se
proyectan hacía la zona interna de la EM desde la región magnocelular del NPV. En estas
neuronas, CRF coexiste con AVP (Sterba y Schober, 1979), oxitocina (Sawchenko y cois.,
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198414, angiotensina 11 (Hoffman y cols., 1982) y CCK-8 (Vanderhaeghen y cols., 1985).
Todos los péptidos mencionados anteriormente inducen la secreción de ACTH en la
adenohipófisis, por lo que se les considera secretagogos de ACTH.
TABLA 2
Sustandos neuroactivas identificadas en el núcleo paraventricular
Sustancia neuroactiva Subdivisión del núcleo
paraventricular en la que
se eiituentia
A. Oveq~o celular





parvocelular y regiones adyacentes
metionina-encefalina (met.
enk> y leucina-encefalina (leu-
enk)
División parvocelular y magnocelular.
Predomina met-enk sobre leu-enk
Neurotensina Subdivisión medial y periventricular
pa rvocelu lar
Dinorfina Coexiste convasopresina en división
magnocelular
Snstancia 1’ División parvocelular
Olucagón División magnocelular
Renina En neuronas oxitocinérgicas en
división magnocelular







Sustancia neuroactiva Subdivisión del núcleo Procedencia
paxaventrictilar en la que
Se encuentra
B. Fibras y tenninales
Noradrenalina División parvorelular. También en Células
neuronas vasopresinérgicas en catecolaminérgicas
división magnocelular AI(médula ventral>,
A2 (núcleo del tracto
solitario) y Ad (locus
coeruleus)
Adrenalina División parvocelular Células
oateo olani inérg icas
C1(médula ventral) y
02 (núcleo del tracto
solitario)
Serotonina División pa¡vocelular y células Núcleo dorsal y medial
oxitocinérgicas de la division del rafe
magnocelular
Acetilcotina Neuronas colinociceptivas Desconocida
ACTI-I (1-39), Subdivisión periventricular, dorsal y núcleo arqueado
[1-endorfina y hormona a- medial parvocelular
estimulante del melanocito
Péptido intestinal vasoactivo Subdivisión periventricular Desconocida. Quizás
parvocelular núcleo supraópttco
Ácido v-aminobutirico (GABA) Distribución detallada en el núcleo Desconocida
paraventricular desconocida
TRH División parvocelular principalmente. Desconocida
También en división uxagnocelular
Polipéptido pancreático Presente en fibras en el núcleo Desconocida
paraventricular
Bradiquinina Presente en pocas fibras del núcleo Desconocida
paraventricular
Prolactina (FRL) Presente en fibras del núcleo Desconocida
paraventricular
Angiotensina íí Varicosidades dispersas en el núcleo Desconocida
paraventiic ular
(Tomado de Swanson y Sawchenko, 1983)
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2. Hipófisis: neuroanatomía y neuroendocrinología
La hipófisis es una glándula que se encuentra unida al hipotálamo, concretamente a
nivel de la EM, por el pedúnculo hipofisario. Está dividida en tres partes: lóbulo anterior (pars
distalis), lóbulo intermedio (pars intermedia) y lóbulo posterior (pars nervosa). De forma
conjunta, el lóbulo anterior y el intermedio forman una verdadera glándula endocrina, la
adenohipófisis, mientras que el lóbulo posterior, también llamado neurohipófisis es una
extensión del hipotálamo y por tanto está formada por tejido neural (figura 1). La hipófisis
secreta diez hormonas a partir de sus tres lóbulos (tabla .3), y esta secreción es regulada por
el hipotálamo (Brown, 1994).
TABLA 3
Hormonas sintetizadas y liberadas por I« hipófisis
Lóbulo hipofisario Síntesis hormonal
Lóbulo anterior •Hormona de crecimiento o somatotropina
(Gil>
•ACTH




~- Hormona estimulante del foliculo
(PS H)
fl’ Hormona luteinizante <LII)
Lóbulo intermedio •Hormona estimulante del melanocito (MSI-l)
•IS.endorfina
Lóbulo posterior • Oxitocina
•AVP
2.1. Neurohlpófisis
La neurohipófisis, como se ha mencionado anteriormente, es una proyección del
cerebro formada por tejido neural. Contiene el lóbulo posterior de la hipófisis y una parte del
pedúnculo hipofisario, llamado infundibulo, que contiene los axones de las células
neurosecretoras bipotalámicas. Estas células neurosecretoras están localizadas en el NEW y
NSO del hipotálamo, núcleos en los que se sintetizan oxitocina y AVP, que son liberadas en
esta región hipofisaria (Brown, 1994).
2.2. Adenohipóflsis
La adenohipófisis, como se ha indicado anteriormente, es una verdadera glándula
endocrina, constituidaporellóbulo anterior einterinedio,y se encuentraunidaal hipotálamo
13-
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por una parte del pedúnculo hipofisario llamada pars tuberalis, que contiene los vasos
sanguíneos del sistema portal hipofisario. Las terminaciones nerviosas de las células
neurosecretoras hipotalámicas terminan en la EM, desde donde las hormonas liberadas por
estas neuronas se liberan a la circulación portal hipofisaria, alcanzando así la adenohipófisis.
El sistema portal hipofisario, que conecta el hipotálamo con la hipófisis, es
relativamente complejo. La arteria superior hipofisaria desemboca en la EM, donde se forman
una serie de capilares, llamados en su conjunto “plexo primario”, donde las hormonas
hipotalámicas son liberadas. Estas hormonas viajan a través de las venas portales hipofisarias
de la pars tuberalis hasta otra serie de capilares en la adenohipófisis llamados en su conjunto
“plexo secundario”. En este lugar, las hormonas hipotalámicas estimulan las células
hipofisarias para liberar sus hormonas, desde donde alcanzan la circulación general (Brown,
1994). Además de liberarse en elpíexo secundario, algunas hormonas adenohipofisarias, como
prolactina (PRL), se liberan en el liquido cerebroespinal (Lenhard y Deftos, 1982).
3. Glándula adrenal: neuroanatomía y neuroendocrinología
Existen dos glándulas adrenales, cada una de ellas situada sobre cada riñón. Cada
glándula adrenal contiene a su vez dos glándulas endocrinas: la médula adrenal, situada más
internamente, y la corteza, que rodea la médula (figura 2).
3.1. Médula adrenal
La médula adrenail es una glándula endocrina cuya secreción está controlada por el
sistema nervioso simpático. A partir de esta glándula se liberan a la sangre adrenalina, y
noradrenalina (NA). La adrenalina se libera tras una situación de estrés debido a condiciones
ambientales extremas, como el frío, o en situaciones de peligro, y actúa elevando la frecuencia
cardiaca y los niveles plasmáticos de glucosa, lo que contribuye aaumentar la capacidad de
trabajo que el músculo puede realizar. La NA eleva la presión arterial y produce la contracción
de los vasos sanguíneos.
Además, la médula adrenal libera pequeñas cantidades de dopanaina (DA) y otras
sustancias no catecolaminérgicas (Brown, 1994).
3.2. Corteza adrenal
La corteza adrenal sintetiza y liben tres tipos de hormonas esteroideas:
mineralocorticoides, glucocorticoides y andrógenos.
La sintesis y liberación de glucocorticoides (cortisol y corticosterona) se estimula por
ACTH. Estas hormonas modulan el metabolismo de glucosa y otros nutrientes orgánicos y
transforman las grasas y proteinas en carbohidratos. Además, los glucocorticoides se liberan
tras una situación de estrés y ejercen funciones antiinflamatorias e inmunosupresoras:




La aldosterona es un mineralocorticoide que interviene en el metabolismo de sales
minerales. Su secreción se estimula al disminuir los niveles de sodio, y al liberarse incrementa
la reabsorción de iones sodio en el riñón y las glándulas salivares, principalmente. Por último,
la corteza adrenal libera pequeñas cantidades de andrógenos (dehidroepiandrosterona y
androstenodiona), que debido a su baja potencia respecto a la testosterona, no poseen una























—. adrenalina y noradrenolina
1$.
(a) Situación de la glándula adreno!, encimo del riñón. Ib) Seas ión trons versal de lagló.ndulaaclrenal,
mostrando la corteza y la médula. (c) Sección trar,s versal de la glándula oílrenal, mostrando las
dtferentes copas de la corteza que rodean la médula y las hormonas liberarlas en cada una de ellos.
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La corteza adrenál no es una glándula homogénea, ya que está fonnada por tres
láminas o tejidos (figura 2): La lámina más externa -zona glomerulosa- contiene gran cantidad
de enzimas necesarios para transformar corticosterona en aldosterona, pero carece de los
enzimas necesarios para la síntesis de cortisol y andrógenos. Por lo tanto, en esta lámina se
sintetiza aldosterona principalmente. Por el contrario, la zona fasciculata y la zona reticularis
presentan un perfil enzisnático diferente, por lo que secretan cortisol y andrógenos y no
aldosterona (Brown, 1994).
4. Hormonas del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal
4.1. Factor Liberador de Corticotropina (ClIP>
‘1.1.1. Descubrimiento y caracterización
Harris, en 1948, fue el primer investigador en postular la existencia de hormonas
hipotalámicas que podrian ser liberadas desde la EM hipotalámica hasta la hipófisis, y así
modular la secreción de hormonas hipofisarias. En 1955, Guillermin y Rosenberg, y SalIran
y Schally, demostraron de forma independiente la existencia de un factor presente en el
hipotálamo que podría producir la liberación de ACTH en hipófisis de ratas intactas. Esta
sustanciafue llamada factor liberador de corticotropina o CRE por su capacidad para estimular
la secreción de ACTH. A pesar de que CRE fue el primer factor liberador hipotalámico en ser
descubierto, su estructurano fue determinadahastamuchos años más tarde. En 1981, Spiess
y cols. detenninaron la estructura de CRE a partir de hipotálamo bovino, y ese mismo año,
Valeycols. aislaron, caracterizarony sintetizaron este péptido, que consta de 41 aminoácidos
(figura 3) y presenta homologia con dos péptidos aislados en invertebrados, urotensina 1 y
sauvagina (Fisher, 1989)
La secuencia de este péptido fue posteriormente determinada en oveja, rata, cerdo,
cabra, vaca y hombre; en todos los casos este péptido contiene 41 aminoácidos y una
estructura primaria similar (Rivier y Plotslcy, 1986). Curiosamente, la estructura de CRE es
similar en rata y humano (Fisher, 1989). Hoy en dia se considera que el péptido sintetizado
por Vale y cols. en 1981 es el principal factor que produce la liberador de ACTH, tanto en rata
(Rivíer y cols., 1982a) como en humanos (Grossman y cols., 1982). Parece ser que los dos
residuos de leucina (Leu) en las posiciones 14, 15 y 37, 38, y los grupos básicos en las
posiciones 16 y3S son fundamentales parala actividad biológica de este péptido (Valey cols.,
1983 a).
‘4.1.2. Distribución y receptores
En lineas generales, se ha detectado innaunorreactividad a CRE principalmente en el
hipotálamo de rata (NPV y zona externa de la EM; Bloom y cols., 1982) y en áreas del sistema
limbico, concretamente en estructuras implicadas en la regulación del sistema nervioso
autónomo y en regiones relacionadas con el procesamiento de la información sensorial.
Además, existe CRE en el telencéfalo, corteza, núcleo central de la amígdala, bulbo olfatorio,
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algunos núcleos talániicos, sustancia nigra, sustancia gris periacueductal (SGP), locus
ceruleus (LC), núcleo del tracto solitario (NTS), núcleos parabraquiales dorsal y ventral y
algunos núcleos del cerebelo (Dunn y l3erridge, 1990). Asimismo, se ha detectado
mmunorreactividad a CRE en el lóbulo posterior de la hipófisis (Bloom y cols., 1982), y en
sangre portal hipofisaria (en una concentración de 104,9 ±9,7pmol/ ml plasma, mientras que
en sangre periférica esta concentración es mucho menor 27 5 + 6,8 pmol/ml plasma; Gibbs
y Vale, 1982). En humanos, se ha detectado inmunorreactividad a CRE en hipotálamo,
pedúnculo hipofisario, lóbulo posterior de la hipófisis, tálamo, corteza, cerebelo, pons, médula
oblongata y médula espinal. Fuera del SNC, es importante destacar la presencia de CRE en
la glándula adrenal en humanos (Suda y cols., 1984).
FIGURA 3




0FF humano u de rata
H.Ser-Glu-Glu-Pro-Pro.lle-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu-Leu-Arg-Glu-Val-Leu-Glu-Met-Aia-Arg-Ala-
GIu-Gln-Leu-Ala.Gln-Gln.Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Met-G1U-lle-Ile-NH2
Las diferencias en lasecuenciade 0FF ovino y humano/rata aparecen resaltadas en negrita
Las neuronas CREérgicas del NPV contienen vesículas secretoras de 80-100 nm con
inmunorreactividad a CRE. Lasdendritas de estas células también contienen CRE. Del cuerpo
celular deriva un único axón que suele ramiñcarse y establecer conexiones con otras neuronas
CRFérgicas del NEW (Antoní, 1986a). No se conoce, sin embargo, si un axón es capaz de
establecer conexiones con su propio cuerpo celular, lo que explicaría que CRE regule su
propia biosintesis, como han sugerido Ono y cola. (1985a). Los axones de estas neuronas
forman conexiones con neuronas magnocelulares del NPV (Liposits y cols., 1985) y del 1450
(Shioda y cols,, 1985). Por último, distintos estudios sugieren que los receptores de ACTH
podrían estar localizados en neuronas hipofisiotrópicas CRFérgicas, aunque se desconoce si
están implicados en el circuito de retroalimentación corta que regula la secreción de CRE
(Antoni, 1986a).
Hasta el momento se han descrito dos tipos de receptores para CRE: CRF-1 y CRE-2.
Ambos tienen una estructura bastante similar, presentando una homología del
700/o, y
pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina O, con siete dominios
transmnembrana (Giguáre y cols,, 1982; Aguilera y cols., 1983; Stenzel y cols., 1995). El
receptor CRE- 1 se expresa principalmente en cerebro e hipófisis <Chen y cois., 1993>, mientras
que CRF-2 se localiza además en tejido periférico, concretamente en músculo esquelético y
-17-
Introducción
corazón (Kishimoto y cois., 1995). Recientemente se ha descrito tanto en rata como en
humanos que elreceptor CRF-2 presentados subtipos, CRE-2,,y CRF-21~, distribuidos de forma
diferente, ya que mientras el ARNm del receptor CRF-25 se encuentra exclusivamente en
cerebro, el ARNm del receptor CRF~2r3 se localiza tanto en cerebro como en tejido periférico,
concretamente en músculo esquelético y corazón (Lovenberg y cols., 1995). Además, en
humanos se ha identificado un tercer subtipo de receptor CRF-2 en cerebro, al que se ha
denominado CRF-2~(Kostichy cols., 1998).
En cerebro, la distribución de receptores de CRE coincide en lineas generales con la
distribución de inmunorreactividad a CRF (De Souzay cols., 1985), y su ARNm se encuentra
distribuido en estructuras limbicas, corticales e hipocampales, en hipotálamo (incluyendo el
NPV y la EM) y en estructuras del tallo cerebral relacionadas con sistemas auditivos,
viscerales, somáticos y vestibulares, además de estar presente en distintos núcleos
cerebelares (Potter y cols., 1994). Asimismo existen receptores de CRE en hipófisis (De Souza
y cols., 1984). Fuera del SNC, hay que destacar la presencia de receptores de CRE en la
médula adrenal (flave y cols. 1985), además de ganglios simpáticos, estómago, páncreas y
bazo (Udeisman y cols., 1986). En tejido cerebral yen hipófisis la unión de CRE a su receptor
activalaadenilato ciclasa(Aguileray cols., 1986; Cheny cols., 1986; Udelsmany cols., 1986),
y en el caso de la hipófisis, este hecho contribuye a la regulación de la liberación de ACTH
(Giguére y cols., 1982). Por otra parte, parece que el receptor de CRE presenta una regulación
diferencial en cerebro e hipófisis, ya que tanto la adrenalectomia como la administración de
corticosterona en ratas disminuye la densidad de receptores en hipófisis, mientras que los
receptores cerebrales no se alteran (Wynny cols., 1985; Haugery cols., 1987).
4.1.3. Regulación de la secreción de CRF en el núcleo paraventricular
a) Regulación por catecolaminas
Se considera que la NA inhibe la liberación de CRE a través de un mecanismo a-
adrenérgico (Jones y l-lillhouse, 1977), al igual que la adrenalina (Roth y cols., 1981; Mezey
y cols., 1984). Asi se ha descrito que la activación de receptores a1-adrenérgicos en el NPV
induce la secreción de CRE y que las catecolanainas activan neuronas que contienen CRE y
AVP, pero no las que contienen sólo CRE (AI-Dasnlujiy cols., 1987ay b, 1990). Contrariamente
aeste hecho se ha demostrado la existencia de un control presináptico mediado por receptores
a>-adrenérgicos del NPV y el mecanismo por el cual la activación de estos receptores inhibe
la liberación de CRE (Ganong y cols., 1976). Por ello, existe una gran controversia sobre el
papel que juegan las catecolaminas en la regulación de la secreción de CRE.
Por el contrario, si existe un consenso general sobre el papel minoritario de la DA en
la regulación de la liberación de CRE (Eehm y cols., 1980).
b) Regulación por serotonina (5-HT)
El NEW recibe aferencias serotoninérgicas de los núcleos del rafe (Sawchenko y cois.,
1983). La activación de receptores de serotonina 5-1-IT1 y 5-HL aumenta la secreción dc CRE
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en el hipotálamo (Gibbs y Vale, 1983; Nakagami y cols., 1986; Spinedi y Gaillard, 1991).
Además, la 5-nT facilita la liberación de CRE bioactivo a partir de tejido hipotaláxnico, tanto
por activación directa de neuronas hipotalámicas (Buckingham y Hodges, 1979) como por
activación de vías colinérgicas que confluyen en esta región (Janes y Hilíhause, 1977).
c) Regulación por ácido y-aminobutírico (GASA)
Meistery cols. demostraron en 1988 la presencia de neuronas GABAérgicas en el NEW.
La activación de receptores de GASA inhibe tanto la secreción portal de CRE (Plotsky y cols.,
1987) como la elevación de corticosterona inducida por estrés (Malcaray Stark, 1974; Plotsky
y cols., 1987). Además, GASA inhibe la liberación de CRE bioactivo a partir de hipotálamo
rnslado in vitro (dones y Hillhause, 1977; Buckingham y Hodges, 1979). Todos estos datos
sugieren la función inhibitoria que tiene el GASA sobre la liberación de CRE.
d) Regulación por otros neurotransmisores y neuropéptidos
Existen datos en la literatura que indican como otros neurotransmisores o
neuropéptidos podrían intervenir en la modulación de la secreción de CRE en el NEW. Por
ejemplo, la acetilcolina (Ach) induce la liberación de CRE tanto in vitro (Suday cols., 1987)
como in vivo (Plotsky y cols., 1987) y eleva los niveles de CRE en sangre portal hipofisaria
(Riviery Plotsky, 1986>. El factor atrial natriuréticoylasustanciaPposeen efecto inhibitorio,
mientras que angiotensinalí actuaría como estimulante (Antoná, 1993; Larseny cols., 1993).
CCK-8 coexiste con CRE en neuronas parvocelulares del NPV (Mezey y cols., 1985 y 1986) que
se proyectan ala zona externa de IaEM (Swansony cols., 1980; Kissy cols., 1984). Por último,
se ha encontrado que otros péptidos, como p-endorflnay AVP disminuyen la secreción de CRE
en sangre portal, efecto que es bloqueado por antagonistas oploides y del receptor de
vasopresina (Rivier y Plotsky, 1986>.
4.1.4. Efectos endocrinos
Aunque existen distintos factores con capacidad de inducir la liberación de ACTH, se
considera que el factor liberador de corticotropina caracterizado por Vale y cols. en 1981 es
el más potente secretagogo de ACTH conocido hasta el momento (Rivier y Plotsky, 1986).
Distintos estudios realizados tanto con anticuerpos anti-CRE como con antagonistas de su
receptor han demostrado que este péptido es el principal factor que contribuye a la elevacion
de ACTH en animales sometidos a estrés; asi se ha observado que la inmunoneutralización
de CRE endógeno mediante administración central (Ono y cols,, 1985b) y sistémica (Rivier y
cols., 1982b) de anticuerpo ant-CRE es capaz de atenuar la elevación de ACTH plasmático
producido tras someter a los animales a estrés; este mismo efecto se observó tras la
administración intravenosa (iv) del antagonista del receptor de CRE a-helical (9-41> CRE (Rivier
y cols,, 1984b), y del recientemente sintetizado CP-154,526 (Schulz y cols., 1996).
CRE es capaz de activar el eje 1-IHA tanto tras administración central como periférica.
Lo que no está claro es si este efecto activador se produce por difusión de CRE desde los
ventrículos laterales hacia la periferia, o por acción directa sobre el SNC. Por un lado se ha
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observado que CRE a altas dosis aumenta la secreción de corticosterona plasmática en ratas
tratadas con dexametasona, lo que sugiere un efecto directo de CRE sobre la glándula adrenal
(De Souzay Van Loon, 1984). Por otro lado, y de acuerdo con Ono y cols. (l9SSa), existe un
circuito de retroalinientación positiva ultracorto para CRE, de forma que la administración
intracerebroventricular (icv) de CRE estimulala liberación de CRE endógeno. Este mecamsmo
podría explicar la activación del eje HHA tras administración central de CRE.
Además de su efecto sobre la secreción de ACTH, CRE interviene en la regulación de
otras hormonas hipofisarias. Así, la administración central de CRE inhibe la secreción de
hormona luteinizante (LI-!; Rivier y Vale, 1984a; Taya y Sasamoto, 1989) y hormona de
crecimiento (01-1; Rivier y Vale, 1984b), pero no la liberación de hormona estimulante del
folículo (ESH; Rivier y Vale, 1984a; Taya y Sa.samoto, 1989), tirotropina (TSH; Ono y cols.,
1984), o PRL (Taya y Sasamoto, 1989). Sin embargo, la administración iv de CRE en rata no
modificalasecreciónde LH (Riviery Vale, 1984a)yOH (Riviery Vale, 1984b; Katakamiycols.,
1985).
4.1.5. Interacción entre GREy otros neurotransm¡sores
a) Interacción con catecolaminas
Se ha observado que CRE incrementa el metabolismo de DA y NA en ratas, pero
dependiendo de la dosis administrada y la vía de administración. Kalivas y cols. (1987)
detectaron aumentos de ácido 3,4 dihidroxifenilacétíco (DOPAC) y ácido homovanílico (HVA)
en la corteza prefrontal, estriado y núcleo accumbens (ACC) tras la administración icv de altas
dosis de CRE. Sin embargo, la administración de CRE en el área tegmental ventral (ATV)
disminuyó las concentraciones de estos dos metabolitos en la corteza prefrontal. Por otro lado,
Sutíer y cols. (1990) encontraron que la administración de CRE en el LC aumenta las
concentraciones del metabolito de NA 3,4 dihidroxifeniletilenglicol (DR PC) en la arnigdala y
el hipotálamo posterior.
Es un hecho conocido que en procesos de estrés se produce liberación de CRE (Rivier
y Plotsky, 1986) y se activan los sistemas catecolaminérgicos (Dunn y kramarcy, 1984). Por
otra parte, existen neuronas noradrenérgicas (Cunningham y Sawchenko, 1988) y
dopaminérgicas (Liposits y Paují, 1989) en el NPV. De acuerdo con estas observaciones, y con
el hecho de que la NA interviene en la regulación de la liberación de CRE (Dun.n y Berridge,
1990), distintos estudios sugirieron que en procesos de estrés los terminales noradrenérgicos
del NPV estimulan la liberación de CRE a través del receptora
1 adrenérgico (Al-Danajulí y cols.,
1987a y b; Plotsky, 1987>. Todo ello lleva a la conclusión de que CRE puede activar y ser
activado por terminales noradrenérgicos.
b) Interacción con serotonina
La administración icv de CRE no altera el metabolismo de 5-HT en rata (Van Loon y
cols., 1982; Dunny Berridge, 1987). Sin embargo, la administración central de dosis altas de
CRE elevó las concentraciones del metabolito de 5-HT ácido 5-hidroxiindolacético (5-I-IIAA) en
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liquido cerebroespinal en palomas (Barrett y cols., 1989) y activó el enzima triptófano
hidroxilasa en ratas (Singh y cols., 1989), aunque su significado fisiológico no queda claro
debido a las dosis tan elevadas utilizadas.
c) Interacción con GABA
El hecho de que las benzodiazepinas sean capaces de influenciar la respuesta que
produce CRE en distintos tests de ansiedad sugiere una interacción entre CRE y los sistemas
GABAérgícos, aunque no se ha descrito hasta el momento la posible interacción entre CRE y
receptores de benzodiazepinas, o entre receptores de CREy benzodiazepinas (Dunny Berridge,
1990). Sin embargo, Sirínathsinghji y Heavens (1989) encontraron que la administración de
CRE en estriado y globo pálido estimula la liberación de OAI3A 1 vivo.
d) Interacción con opioides endógenos
Se ha demostrado que existe colocalización de encefalinay CRE en el NEW, área medial
preóptica, núcleo de la estría termínalis, núcleo periventricular del hipotálamo (NPe), áreas
hípotalámicas dorsales y laterales y núcleo subincertal (Sakanaka y cols., 1989). Ademas,
existen conexiones entre neuronas que contienen ACTH y 3-endorfina y neuronas con
inmunorreactividad a CRE en el NPV y en el núcleo de la estria terminalis (Homby y Piekut,
1989). Por otro lado, CRE es capaz de liberar metionina-encefalina (met-enk) ydinorflna tanto
1 vIvo como in vitro (Sirinathsínghji y cols., 1989).
La implicación de los opioídes endógenos en respuestas fisiológicas o
comportamentales se determina normalmente utilizando antagonistas como naloxona o
naltrexona, o anticuerpos para los distintos opioides endógenos. La utilización de estas
herramientas farmacológicas ha permitido confirmar la implicación de los opioides endógenos
en los efectos provocados por la administración de CRE. Así se ha observado que la naloxona
incrementa los niveles plasmáticos de ACTH, cortisol y aldosterona ya elevados por la
administración iv de CRE en humanos (Conaglen y cols., 1985). Además, los opíoides
endógenos están implicados en otras respuestas endocrinas producidas por CRE: así se ha
observado que la naloxona revierte o atenúa el efecto inhibitorio de CRE sobre la secreción de
LH (Almeida y cols., 1988) y FSH (Barbarino y cols., 1989) y el efecto activador de CRE sobre
la secreción de PRL (Vanvugty cols., 1989).
4.1.6. CRFyestrés
La administración de CRE produce un gran número de cambios endocrinos,
neuroquimicos y comportamentales similares a los producidos en procesos de estrés (Gold y
cols., 1985; Koob y Bloom, 1985), como la activación del eje HHA y del sistema nervioso
simpático, y las modificaciones en catecolaminas cerebrales (Axelrod y Reisine, 1984; Dunn
y Kramarcy, 1984) . Sin embargo, estos resultados podrían ser interpretados de otra forma e
hipotetizarse que la administración de CRF’ representa un estímulo estresante y que dispara
todas estas respuestas. Pero la capacidad de antagonistas de CRE y del antisuero antí-CRE
para bloquear respuestas endocrinas y fisiológicas producidas por estrés demuestra lo
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contrario. Así, la administración icv del antagonista del receptor de CRE a-helical (9-41) CRE
bloquea el aumento de ACTH y adrenalina, y la disminución de CH y LH producida por estrés
(Rívier y cols., 1982b; Nakane y cols., 1985; Rivíer y Vale l985a).
Por otro lado, es bien sabido que en procesos de estrés, la activación del sistema
noradrenérgico representa el principal mecanismo responsable de la liberación de CRE desde
neuronas del NEW, posiblemente a través del receptor a
1-adrenérgico, aunque es posible que
estén implicados otros sistemas de neurotransmisión. Es decir, que en procesos de estrés, la
respuesta inicial consiste en la activación de los sistemas cerebrales noradrenérgicos que a
su vez aumentan la secreción de CRE y activan el sistema nervioso autónomo, quizás a través
de neuronas originadas en el NPV. Alternativamente, la secreción de CRE podría estimular
directamente el sistema nervioso autónomo y la médula adrenal. De este modo puede
explicarse la activación conjunta del sistema de CRE y sistemas catecolaminérgicos (Dunn y
Berridge, 1990).
4.2. Corticotropina o ACTH
ACTH es una hormona peptídica de 39 aminoácidos (figura 4) que se sintetiza en
neuronas hipotálánilcas y células de adenohipófisis llamadas corticotrofos, de apariencia
estrellada, con prolongaciones de 50-100 UM de longitud (Antoní, 1986a), aunque en
suspensión presentan forma redondeada. Este hecho está relacionado con cambios en la








Los diferencias en la secuencia de ACTI-I humano y de raía aparecen resaltadas en negrita
4.2.1. Receptores de ACrEÍ
El receptor de ACTH está formado por 297 aminoácidos y está acoplado a proteína O.
Curiosamente es el receptor más pequeño de este tipo conocido hasta el momento (Allolio y
Reincke, 1997). Tanto este receptor como su expresión génica están regulados a la alta por
ACTH (Moritay cols., 1995; Allolio y Reincke, 1997).
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Los receptores de ACTIZI se encuentran en la membrana plasmática de las células
adrenocorticales, tanto en la zonaglomerulosa (Oallo-Payety Escher., 1985) como en las zonas
fasciculata y reticularis, y es en estas últimas regiones donde la unión de ACTH a su receptor
conduce a la regulación de la síntesis de glucocorticoides y al mantenimiento de la capacidad
esteroidogénica (Ganong y cols., 1974; Ramachandran y cols., 1987).
La unión de ACTH a su receptor activa la adenilato ciclasa, lo que incrementa los
niveles intracelulares de adenosin monofosfato cíclico (AMPc). Como consecuencia de esta
elevación, la célula lleva a cabo su función fisiológica, es decir, se inducen enzimas
esteroidogénicos a través de la acción de una proteina-quinasa dependiente de AMPc
(Ramachandran y cols., 1987>.
Por otro lado se ha estudiado la posible implicación del calcio en la sintesis de
esteroides inducida por ACTI-I, y se ha observado que el Ca? extracelular es esencial para la
interacción de ACTH con su receptor y para su ocupación continuada. Una vez que esta unión
se lleva a cabo, ACTH induce la sintesis de corticosterona, que puede realizarse sin la
presencia de Ca? extracelular. Es decir, que el Ca2’ extracelular es esencial para facilitar la
unión de ACTH a su receptor, pero no para inducir la síntesis de corticosterona, debido quizás
a que este ión mantiene a la hormona en una conformación favorable que permite la
interacción con su receptor (Ramacharidran y cols., 1987).
4.2.2. Síntesis
La síntesis de ACTH comienza en los ribosomas del retículo endoplásmico rugoso a
partir de tina pre-prohormona. Esta pre-prohorinona se almacena en vesiculas de transpofle
que se fusionan con el aparato de Golgí, donde por acción de enzimas proteolíticos se
transformará en una prohormona llamada proopiomelanocortina (POMC). POMC se almacena
en gránulos secretores, donde dependiendo del procesamiento post-traduccional que
experimente dará lugar a productos distintos (figura 5).
El procesamiento post-traduccional de POMC es especifico de la región hipotalámica
o hipofisaria donde se produzca y depende exclusivamente del conjunto de enzimas que
intervienen en el proceso. De esta forma, a pesar de que tanto el lóbulo anterior como el
intermedio expresan POMC, dependiendo de donde se procese se formarán productos
distintos: ACTH y j3-lipotropina (p-LPH) en el lóbulo anterior, y hormona estimulante del
melanocito ay (3 (ay f3-MSH), CLIP (acorticotropin~like intermediate lobe peptide” o peptido del
lóbulo intermedio análogo a la corticotropina) y (3-endorfina en el lóbulo intermedio. Además,
POMC puede sufrir otras modificaciones post-traduccionales, como fosforilación, sulfatación,
glicosilación y acetilación; de hecho, la acetilación N-terminal de (3-endorfina elimina su
actividad opioide. En el hipotálamo destaca la presencia de POMC en el ARC, donde este
péptido se procesa de modo similar que en el lóbulo intermedio, originando como producto
final principalmente p-endorflnay a-MSH; sin embargo, y a diferencia de lo que ocurre ene1
lóbulo intermedio de la hipófisis, la mayor parte de ~½endorflna existente en el ARC no se




ACTH se almacena en gránulos secretores en el aparato de Oolgi, como se ha
mencionado anteriormente (Alberts y cols., 1989). Estos gránulos tienen un gran número de
funciones: a) sirven para el transporte y el almacenamiento de hormonas; b) en muchos casos,
la síntesis hormonal se completa dentro de estos gránulos gracias a la acción de distintos
e¡nimas, que transforman la prohormona en hormona; e) evitan la degradación de la hormona;
d) el almacenamiento de hormonas en estos gránulos ayuda a regular su síntesis mediante
retroalimentación negativa; e) facilitan la liberación de la hormona al torrente sanguíneo en
forma de apulsosn En las células neurosecretoras, estos gránulos transportan la hormona
desde el cuerpo celular hasta la terminación nerviosa del axón, desde el cual se liberan a la
circulación sanguínea; f) los gránulos secretores pueden reflenarse con péptidos recaptados
al interior de la terminación nerviosa por endocitosis, para ser reciclados o metabolizados
posteriormente, aunque esto no es tan habitual como en las neuronas monoaminérgicas
(Brown, 1994).
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4.2.4. Liberación
La liberación de ACTH a partir de los corticotrofos de la adenohipófisis se produce





estimulación produce un cambio en la permeabilidad de la membrana celular, lo que produce
la liberación de la hormona al torrente sanguíneo al fusionarse los gránulos secretores a la
membrana celular por exocitosís. El ión Ca2 tiene una función primordial en este proceso, ya
que es imprescindible para la fusión del gránulo secretor a la membrana plasmática y por
tanto para el proceso de exocitosis (Brown, 1994), y el aumento de su concentración
intracelular proviene tanto del liquido extracelular como de los gránulos del retículo
endoplásinico rugoso. Como consecuencia de la despolarización de la célula, se produce la
apertura de canales de calcio voltaje-dependientes, lo que permite la entrada de Ca~ al
mterior de la célula (Vander y cols., 1994).
ACTH, al igual que el resto de hormonas hipofisarías, se libera al torrente sanguíneo
en pulsos. A medida que un grupo de gránulos secretores se fusiona con la membrana celular,
una cierta cantidad de hormona se libera al torrente sanguineo. El nivel de hormona
circulante aumenta por tanto de forma brusca para disminuir posteriormente a medida que
la hormona se degrada. El proceso se repite de nuevo, elevándose el nivel de hormona
circulante de nuevo. Este tipo se secreción hormonal en pulsos permite que se obtengan
mveles hormonales constantes en períodos largos de tiempo <por ejemplo, en 24 horas)
mientras que sise toman muestras de sangre adistintos tiempos durante períodos cortos (por
ejemplo, una hora), los niveles hormonales sufren grandes variaciones. Por otro lado, este
mecanismo evita la regulación a la bajay la desensibilización que sufrirían los receptores de
las células diana si la liberación hormonal fuera constante (Brown, 1994).
Regulación de la secreción de ACTI-I en la hipófisis
La hormona que induce de forma más potente la liberación de ACTI-I es CRF (Rivier y
Vale, 1983a y b; Vale y cols., 1983a y b). El resto de las hormonas que inducen la secreción
de ACTH (oxitocina, AVP) y las catecolaniinas, lo hacen de forma menos potente, pero
administradas junto con CRF, elevan significativamente la secreción de ACTH producida por
la sola administración de CRF (Riviery Vale, 1983b; Vale y cols., 1983b).
En función del tipo de estimulo se activa un tipo u otro de neuronas del NPV que
contienen los distintos secretagogos de ACTI-I. Por tanto, la secreción de ACTH se induce por
la liberación de uno o más secretagogos a la EM hipotalárnica (Plotsky y cols., 1985; Whitnall,
1989). No obstante, la presencia de niveles basales de CRE en la EM es necesaria para que
tenga lugar la liberación de ACTH inducida por el resto de los secretagogos (Plotsky y cols.,
1985; Riviery Vale, 1983ayb).
a) Regulación por CRE
CRE actúa sobre los corticotrofos de la adenohipófisis, donde, además de aumentar
la liberación de ACTI-I y de otros péptidos derivados de POMC (Rivier y Plotsky, 1986), estimula
la síntesis del propio POMC y de su ARNm (Brulin y cols., 1984).
Se han identificado receptores de CRE en la hipófisis anterior (De Souzay cols., 1984).
Este receptor está acoplado a proteína O,, y la unión de CRE a su receptor activa adenilato
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ciclasa a través de un mecanismo que requiere Mg2~ y guanosín trifosfato (GTP; Aguilera y
cols., 1983; Perrin y cols., 1986), lo que eleva los niveles intracelulares de AMFc y aumenta
laactividadde la(s) proteina-quinasa(s) dependientes de AMPc (Aguileray cols., 1983). Como
consecuencia de este proceso, se produce la entrada al interior de la célula de Ca?
extracelular a través de canales voltaje dependientes tipo L y T (Childs y cols., 1987; Guild y
Reisine, 1987), hecho que finalmente produce la depleción de las vesículas que almacenan
ACTH. La presencia de Ca2extracelular es fundamental para que CRE produzca liberación de
ACTH (Vale y cols. 1981; Won y cols., 1990a).
b) Regulación por arginina-vasopresina
AVP y CRE actúan de forma sinérgica para estimular la secreción de ACTI-I, tanto en
animal de experimentación como en humanos (Yates y cols., 1971; Orth y cols., 1985). Por
lo general, AVP aumenta el efecto de CRE sobre la secreción de ACTH unas 2 o 3 veces
(Antoni, 1986a).
AVP regula la secreción de ACTH actuando sobre un receptor situado en los
corticotrofos con propiedades similares al receptor de AVP tipo V
1 (Antoni, 1986a). Como
resultado, se activa la cascada de segundos mensajeros acoplada a proteina-quinasa C (PKC),
lo que eleva el inositol trifosfato (1P3; Raymond y cols., 1985; Todd y Lightman, 1987; Won y
cols., 199Gb), estimulando la liberación de ACTH. Es decir, AVP regula la secreción de ACTH
a través de unavia diferente ala de CRE, que en este caso produce acumulación de AMPc. De
esta forma se explica el efecto aditivo de AVP sobre la secreción de ACTH inducida por CRE.
c) Regulación por oxitocina
Se ha descrito que oxitocina, al igual que AVP, es capaz de aumentar la secreción de
ACTH inducida por CRE, tanto itt vitro (Antoní y cols., 1983; Gibbs y cols., 1984) como in vivo
(Rivier y Vale, 1985b). Sin embargo, MP y oxitocina no presentan un efecto aditivo sobre la
secreción de ACTI-I, por lo que es probable que utilicen el mismo mecanismo intracelular
(Giblis y cols., 1984). Aunque se ha descrito que este efecto podría estar mediado por
receptores de oxitocinaen adenohipófisis (Antoni, 1986b), Antoni <1989) ha propuesto que el
efecto de la oxitocina sobre la liberación de ACTH podría estar mediado por los receptores V3
de AVP.
Por otro lado, el aumento de ACTH producido por oxitocina se bloquea mediante
inmunoneutralización con anticuerpos antí-CRE Este resultado sugiere que este secretagogo
estimula la liberación de ACTH itt vivo interactuando con CRE endógeno (Rivier y Vale, 1 985b).
d) Regulación por adrenalina y noradrenalina
Se ha descrito que tanto adrenalina como HA, a través de los receptores a1-
adrenérgicos (Giguére y cols., 1981), aumentan la liberación de ACTI-I en cultivos primarios
de células adenohipoflsarias de rata (Vale y Rivier, 1977; Giguére y cols., 1981). Sin embargo,
en disociados de adenohipófisis se observa una respuesta mixta: la adrenalina aumenta de
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forma marcada la liberación de ACTH, pero dado que el isoproterenol, agonista (3-adrenérgico,
es también capaz de aumentarla, se considera que en este caso también existe un componente
~-adrenérgico (Perkins y cols., 1985).
Mientras que algunos autores han propuesto que en la rata los agentes (3-adrenérgicos
aumentan la liberación de ACTI-I actuando anivel del SNC (Tildersy cols., 1985), otros autores
han sugerido que estos compuestos aumentan la secreción de ACTH actuando directamente
sobre los receptores ~~-adrenérgicos de la hipófisis (Mezey y cols., 1983), lo que sugiere que
los agentes p-adrenérgicos aumentan la liberación de ACTH actuando tanto a nivel central
como hipofisario.
Por último, se ha descrito que en humanos la administración de agentes
noradrenérgicos aumentalaliberación de ACTH por un mecanismo a-adrenérgico; el lugar de
acción en este caso parece ser el cerebro (Al-Dainluji y cols., 1987ay b).
e> Regulación por serotonina
La administración central de 5-HT estimula la liberación de ACTE. Este efecto está
mediado a través de receptores SHTIA, ya que la administración de antagonistas de este
receptor bloquea el aumento de la secreción de ACTI-I inducido por 5-HT (Kageyamay cols.,
1998).
fi Regulación por otros factores
Angiotensina 11 se ha identificado como secretagogo de ACTH en cultivos primarios de
células hipofisarias y en disociados de adenohipófisis (Sobel y Vagnucci, 1982). Además,
angiotensina II y CRF tienen un efecto sinérgico sobre la secreción de ACTI-1 (Abou Samra y
cols., 1986).
Asimismo, CCK-8 presenta un efecto aditivo al producido por CRE sobre la liberación
de ACT!-{, lo que sugiere que su efecto no estamediado por AMPcy que ambos péptidos elevan
la secreción de ACTH actuando a través de distintas vias de segundos mensajeros (Reisine y
Jensen, 1986).
El péptido histidina-isoleucina (PHI> y el péptido intestinal vasoactivo (VII’) aumentan
la liberación de ACTE a altas dosis, por un mecanismo mediado por AMPc (Tilders y cols.,
1983, Westendorfy cols., 1983).
Por último, existen otros factores, como el factor natriurético atrial (Horváth y cols.,
1986) y el GABA (Anderson y Mitchell, 1986) que también son capaces de estimular la
liberación de ACTH.
4.2.5. Metabolismo y excreción
ACTI-I, al ser una hormona peptidica, y por tanto hidrosoluble, se transporta a través
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de la circulación sanguínea disuelta en el plasma y se degrada principalmente en sangre,
hígado y riñón, por acción de distintos enzimas, dando lugar a metabolitos que se excretan
por orina o heces. Su vida media es corta (minutos ahoras) debido al metabolismo que sufre
por acción de peptidasas plasmáticas (Brown, 1994).
4.3. Corticosterona
4.3. 1. Receptores para glucocorticoides en el sistema nervioso central
a) Tipos de receptores y mecanismo de acción
Mc. Ewen y cols. (1986) fueron los primeros en demostrar la existencia de receptores
paraglucocorticoides en el cerebro. Estos receptores son intracelulares, y se encuentran tanto
en el citoplasma como en el núcleo celular. Esto es debido a que los glucocorticoides son
moléculas lipofilicas que en su forma libre (es decir, cuando no están unidos a proteínas
plasmáticas) pueden difundir fácilmente a través de la membrana celular. Existe un equilibrio
entre los receptores libres y unidos a glucocorticoides . La unión de los glucocorticoides a su
receptor da lugar al complejo hormona-receptor. Es entonces cuando se activa o se inhibe la
síntesis de ARNm por acción de IaARN polimerasa El ARNm formado sale al citoplasma, y una
vez en los ribosomas se lleva a cabo la síntesis de proteínas, que será lo que realmente
modiflque la función celular (Miesfeld, 1990; Munck y cols., 1990).
Existen dos tipos de receptores para glucocorticoides en cerebro: el receptor tipo 1 o
de mineralocorticoides (RM), y el receptor tipo II o de glucocorticoides (RG). Al receptor tipo
1 se unen tanto los mineralocorticoides como los glucocorticoides, mientras que sólo los
glucocorticoides se unen al receptor tipo II (De Kloet y Reul, 1987; De Kloet y cols., 1987). La
existencia de estos dos receptores en el cerebro es fundamental, ya que aquí los
glucocorticoides cumplen dos funciones importantes: abajas concentraciones regulan el ritmo
circadiano, mientras que a altas concentraciones regulan la respuesta al estrés. El receptor
tipo 1, debido a su alta afinidad por glucocot-ticoides, responde a bajas concentraciones de
hormona circulante, mientras que los receptores de tipo II, que tienen baja afinidad por los
glucocorticoides, responden a altos niveles de hormona, como los existentes en procesos de
estrés (Brown, 1994).
Algunos autores sugieren que existen receptores de tipo 1 con alta afinidad por
glucocorticoides (y baja afinidad por aldosterona) y receptores tipo 1 con baja afinidad por
glucocorticoides (y alta afinidad por aldosterona; Brown, 1994). Otros estudios sugieren que
la afinidad relativa del receptor de tipo 1 por glucocorticoides y aldosterona está determinada
por los niveles circulantes de glucocorticoides y de transcortina (Mc Ewen y cols., 1986; Mc
Ewen, 1988). Sin embargo, estudios más recientes proponen que el mecanismo que determina
la afinidad en el cerebro de los receptores tipo 1 por glucocorticoides o aldosterona es la
presencia o ausencia del enzima 1 l-~3-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, que inactiva los
glucocorticoides, pero no la aldosterona (Funder y cols., 1988>. Se da la circunstancia de que
este enzima no está presente en células de hipocampo, por lo que en esta región, tanto los




Los receptores tipo II tienen menor afinidad por los glucocorticoides que los de tipo 1
y se activan únicamente cuando se produce una gran elevación de los niveles de
glucocorticoides en situación de estrés. De esta manera, y por retroalimentación negativa, se
inhibe la activación del eje HHA (Mc Ewen y cols., 1986; Mc Ewen, 1988) y los RG protegen
al organismo de su propia respuesta frente al estrés (De Kloet y cols., 1987).
Distintos estudios en la rata muestran como tanto los receptores de tipo 1 como los de
tipo II se encuentran regulados a la baja en situación de estrés crónico, en enfermedades
como la diabetes mellitus y diabetes insípida, y durante el crecimiento. Los receptores de tipo
II están regulados a la baja en respuesta a niveles altos de corticosteroides, mientras que el
numero de receptores de tipo 1 puede estar también regulado por ACTH, vasopresinay otros
neuropéptidos que tengan actividad en el hipocampo. Además, la densidad de receptores de
tipo 1 es máxima por la tarde (al final del periodo de luz), cuando el eje HHA presenta su pico
de máxima actividad (De Kloet y cols.,1987).
b) Distribución
Los receptores tipo Y se localizan principalmente en hipocampo, septum lateral, giro
dentado, tallo cerebral y en algunas áreas de la corteza cerebral, y no se encuentran en
hipotálamo e hipófisis, donde sí hay gran abundancia de receptores tipo II (Ariza y cols.,
1988). Tanto la aldosterona como los corticoides se unen de igual forma al receptor tipo 1, que
tiene como funciones la regulación de la secreción de CRE y ACTH, de la actividad locomotora
y del ejercicio mental en condiciones normales y de fluctuación de los niveles basales de
glucocorticoides (Mc Ewen, 1988). Los RM pueden también modular comportamientos
influenciados por el hipocampo y el ritmo circadiano, como el ciclo sueño-vigilia, el apetito y
el humor (Punder, 1991).
Los receptores de tipo II se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro,
principalmente en hipocampo, septum, amígdala, NPV, cortezay tallo cerebral (Brown, 1994).
4.3.2. Síntesis
El colesterol es el precursor de todas las hormonas esteroideas. Aunque las glándulas
endocrinas productoras de esteroides sintetizan su propio colesterol, la fuente principal de
este esteroide la constituye las lipoproteinas plasmáticas sintetizadas en el higado y
transportadas por las células a través del torrente sanguíneo hasta la corteza adrenal.
La corticosterona se sintetiza a partir del colesterol en el reticulo endoplásmico liso de
las células dc la corteza adrenal. Las células productoras de corticosterona obtienen colesterol
de la sangre y lo transforman en pregnenolona en la mitocondria del cuerpo celular. La
pregnenolona se transforma en progesterona, que puede ser liberada como hormona o
utilizarse en la sintesis de otros esteroides adrenales y gonadales a través de tres rutas
diferentes, como se muestra en la figura 6.
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En la. corteza adrenal, la mayor parte de la pregnenolona se transforma en 17-u-
hidroxipregnenolonay 17-tx-hidroxiprogesterona, mientras que laprogesterona se transforma
en 1 1-deoxicorticosterona. Esta última ruta es la responsable de la producción de
corticosterona en las células de la zona fasciculata de la corteza adrenal (Feder, 1981).
FIGUP.A 5
































La corticosterona no se alinacena en gránulos secretores antes de ser liberada al
torrente sanguíneo. Debido a que es una molécula altamente liposoluble, una vez que se
sintetiza difunde a través de la membrana plasmática de la célula secretora y se incorpora al
fluido intersticial y posteriormente al torrente sanguíneo (Brown, 1994).
4.3.4. Liberación
La liberación de corticosterona se controla en función de su síntesis (Martin, 1985) y,
al igual que el resto de hormonas esteroideas, no se almacena en las células secretoras de la
corteza adrenal, sino que se libera en pulsos a partir de estas células debido a la acción del
ACTH (liberado también de forma pulsátil a partir de la adenohipófisis; Brown, 19941.
Regulación de la secreción de corticosterona en la corteza adrenal
ACTH induce la síntesis de glucocorticoides en la zona fasciculata y reticularis de la
corteza adrenal (Ganong y cols., 1974) al incrementar la disponibilidad de su precursor, el
colesterol, ya que aumenta los niveles de ARNm de 3-hidroxi-3 metílglutaril-coA reductasa,
enzima limitante de la síntesis de colesterol (Le Houx y cols., 1992). Además, facilita la
interacción del colesterol con el citocromo P450, lo que constituye el paso fundamental de la
síntesis de los glucocorticoides <Baxter y Tyrrell, 1987>. Es importante destacar laimportancia
del ión Ca», ya que es esencial para garantizar la unión de ACTH a su receptor en las células
adrenocorticales (Cheiflin y cols., 1985).
Existen otros agentes que inducen la síntesis y posterior secreción de glucocorticoides.
Van Oers y cols. (1992) han observado que CRF induce la formación de corticosterona
actuando directamente sobre la glándula adrenal. Además, se han detectado receptores para
CRE en la médula adrenal de rata (Dave y cols., 1985) y de perro (Bruhn y cols., 1987). La NA
también libera corticosterona actuando sobre la glándula adrenal (Ehrhart-Bornstein y cois.,
1991). Por otra pm-te, se ha descrito que la angiotensina II es capaz de liberar pequeñas
cantidades de corticosterona desde la zona glomerulosa de la corteza adrenal (Ganong y cols.,
1974).
4.3.5. Transporte
La corticosterona se transporta por el torrente sanguíneo unida de forma reversible a
una glucoproteina transportadora específica, sintetizada en el higado, llamada transcortina.
La trauscortina facilita el transporte de cortícosterona ya que ésta es liposoluble, y por tanto,
insoluble en el plasma, y la protege de su degradación, aumentando su vida media. A pesar
de que la cortícosterona se encuentra en plasma unida mayoritariamente a proteínas
transportadoras, existe una pequeña proporción que se encuentra libre. La hormona libre o
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Para que la corticosterona se una a sus receptores en la célula diana, es necesario que
se libere de la trauscortina. Sólo la fracción libre es activa y susceptible de unirse a su
receptor. La fracción de hormona unida aproteína transportadora es inactiva, manteniendose
como reservorio (Brown, 1994). Las proteínas transportadoras ayudan asimismo aregular los
niveles de hormona libre en sangre, y protegen al organismo de una estimulación hormonal
excesiva (Martin, 1985).
4.3.6. Metabolismo y excreción
La corticosterona se degrada en sangre, hígado y riñón, por acción de distintas
enzimas, y sus metabolitos se excretan por orina o heces. Su vida media es mayor (horas o
días), debido a que su unión a la trauscortína confiere mayor resistencia a ser excretada o a
ser metabolizada <Brown 1994).
5. El síndrome de estrés: fisiología y patofisiología
El término estrés generalmente se refiere acualquier agente fisico o estado psicológico
que altere la homeosíasis del organismo. Los organismos vivos responden a dichos agentes
mediante una respuesta de adaptación, que se caracteriza por la inducción de una serie de
modificaciones en el organismo de carácter fisico y comportamental. Los cambios fisicos están
dirigidos principalmente hacia la obtención de energía y a la orientación del flujo sanguíneo
hacia el SNC y otros órganos diana del estrés. Los cambios comportamentales implican la
activación de las funciones de alertay atención y la supresión del comportamiento alimenticio
y sexual. Además se produce un aumento de la presión sanguínea, de las frecuencias cardiaca
y respiratoria, de la lipolisis y de la gluconeogénesis. Todos estos cambios están dirigidos a
contrarrestar la acción del estrés sobre el organismo (Strataikis y Chrousos, 1995).
5.1. Fisiología del estrés
La respuesta neuroendocrina al estrés se origina en el NPV y en el LC. Las neuronas
parvocelulares del NPV que contienen CRE y AVP, así como las neuronas CREérgicas de la
médula y las neuronas catecolaininérgicas del LC se encargan de coordinar a nivel central el
sistema del estrés, mientras que el eje UHA, y el sistema nervioso autónomo se encargan de
coordinar la respuesta al estrés a nivel periférico. Por otro lado existen conexiones neurales
entre neuronas CREérgicas del NPV y neuronas noradrenérgicas del LC (Valentino y cols.,
1983), además de un sistema de regulación ultracorto sobre neuronas CREérgicas ejercido por
el propio CRE, y sobre neuronas catecola.rninérgicas ejercido por HA. Estas neuronas se
estimulan por 5-HT y Ach, y se inhiben por glucocorticoides, GABA, ACTH y péptidos opioides
(Aghajanian y Van der Maelen, 1982; Calogero y cols., 1988; Badgy y cols., 1989).
El NPV y las fibras noradrenérgicas del LC activan a su vez regiones del SNC
relacionadas con el análisis de la información, la puesta en marcha de respuestas específicas
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y el tono emocional. Estos sistemas son:
a) Los sistemas dopamittérgícos mesocortical ymesolímbico, que se activan por las fibras
noradrenérgicas del LC. El primero inerva la corteza prefrontal, región relacionada con
funciones cognitivas. El segundo juega un papel fundamental en los fenómenos de
motivación y recompensa (Roth y cols., 1988; Deutch y cols., 1990).
b) El complejo amígdala/hipocampo, que se activa principalmente por vias
noradrenérgicas procedentes del LC (toughlin y cols., 1986). Esta activación es
importante en la recuperación y el análisis emocional de la información relacionada
con el estrés. Por otra parte, el hipocampo parece ejercer un efecto inhibitorio sobre
la actividad de la amigdalay las neuronas CRFérgicas del NPV (Herman y cols., 1989).
c) El ARC, que se activa por neuronas CREérgicas del NPV y a su vez emite eferencias
al NPV y otras regiones cerebrales para regular la actividad de neuronas de CRE y
fibras noradrenérgicas del LC. Es decir, la activación del sistema del estrés estimula
la producción de POMC y péptidos sintetizados a partir de POMC en el ARC. Por otra
parte, estas conexiones regulan la analgesia inducida por estrés a través de las
proyecciones dirigidas desde este núcleo hipotalámico hacia el cerebro medio y la
médula espinal (Nikolarakis y cols., 1986; Palkovits y Eskay, 1987).
CRE tiene un papel fundamental en la activación del eje UHA. Regula la actividad
trófica de los corticotrofos (Gertz y cols., 1987), la expresión génica de POMC (Autelitano y
cols.,1990) y la liberación de ACTl-l <Antoní, 1 986a). Ademásexisten otros factores que liberan
ACTH al activarse este eje por un estimulo estresante. Estos secretagogos son AVE, oxitocina,
angiotensina 11, VI? y catecolaminas, además de citoquinas y mediadores lipídicos de la
inflamación (Antoní, 1986a; Holmes y cols., 1986). Sin embargo, la mayoría de estos agentes
dc señalización dependen de la presencia de CRE para modular la activación del eje Hl-lA.
El ACTI-I circulante es el principal regulador de la secreción de glucocorticoides a nivel
de la corteza adrenal en situaciones de estrés, pero existen otros factores sintetizados por la
médula adrenal que también participan. Así, la Ach, que es el principal estímulo fisiológico de
la secreción de catecolarninas en la médula adrenal, también tiene una función estimuladora
de la síntesis de glucocorticoides (1-linson, 1990). Otros factores que intervienen en la
regulación de la secreción de glucocorticoides anivel de la médula adrenal son el propio CRE,
NA (Ehrhart-Bornstein y cols., 1991), angiotensina II (Ganong y cols., 1974) y otros
neuropéptidos como VI?, met-enk y neuropéptido Y (NPY). Los glucocorticoides son los
reguladores finales del eje HHA y participan en el control de la homeostasis corporal y de la
respuesta del organismo frente al estrés. Asimismo juegan un papel fundamental en la
regulación de la actividad basal del eje HHA y en la finalización de la respuesta al estrés
mediante un sistema de retroalimentación negativa, como se describe en el apartado 7.
El sistema nervioso autónomo simpático contraía la mayoria de las respuestas rápidas
que realiza el organismo frente a un estimulo estresante. De forma periférica, este sistema
inerva ampliamente células de músculo liso vascular, asi como el riñón, el estómago y la
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médula adrenal, además de otros muchos órganos. Además de Ach, NA y adrenalina, tanto el
sisteinanervioso simpático como el parasimpático liberan unagran variedad de neuropéptidos
(neuropéptido Y (NPY), somatostatina, galanina, encefalinas y neurotensina> así como
adenosin trifosfato (ATP) y óxido nítrico (NO), durante larespuestaal estrés (Benarroch, 1994).
Al contrario que el sistema nervioso, el sistema endocrino responde de forma lenta a
un estimulo externo. Por ello, el eje Hl-JA se activa de forma lenta tras un estimulo estresante.
La liberación de CRE y ACTH en respuesta a un impulso nervioso requiere entre 1 y 2 horas,
mientras que la liberación de corticosterona requiere más tiempo debido a que es necesario
que previamente CRF y ACTI-I alcancen su máxima concentración en sangre (figura 7). De la
misma forma, el descenso de los niveles hormonales debido al sistema de retroalimentación
negativa es también un proceso lento (Caminos-Torres y cols., 1977).
fIGURA 7
ktiuactón del eje JIRA en respuesta a un estimulo y duración de la acrión hormonal
de CRE
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5.2. Patofiskogia del estrés
La respuesta al estrés es normalmente aguda y tiene una duración limitada, pero
existen casos en los que esta respuesta es crónica, dando lugar aenfermedades crónicas de
distinta etiología, como la anorexia, pérdida de peso, depresión, hipogonadismo, álceras
pépticas e inmunosupresión (Chrousos y CoId, 1992).
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La depresión melancólica es un claro ejemplo de alteración de la respuesta al estrés.
La excitación que se produce como consecuencia del estrés no es contrarrestada, sino que da
lugar a hiperexcitación, ansiedad e insomnio. Por otra parte, la memoria y la atención se
centran sobre todo en ideas depresivas, influenciando de esta formala capacidad del individuo
para recordar y resolver los pequeños problemas que ocurren diariamente. Además, la
supresión del comportamiento alimenticio y sexual que se observa durante el estrés tampoco
se contrarresta, dando lugar a anorexia, hipogonadismo y descenso de la libido, síntomas
claros de la depresión melancólica. Asimismo, tanto el sistema nervioso simpático como el eje
HHA permanecen activados constantemente en esta enfermedad, y existe una hipersecreción
crónica de CRE, que es el principal agente desencadenante de todo el trastorno (Gold y cols.,
1988ay b).
Además de la depresión melancólica, existen otros trastornos que pueden asociarse
a una hipersecreción de CRE, como es el caso de la anorexia nerviosa (Gold y cols., 1986a;
ataques de pánico (Roy-Byme y cols., 1986), trastorno obsesivo-compulsivo (Insel y cols.,
1982), alcoholismo crónico (Wand y cols., 1991), síndrome de abstinencia a alcohol y
narcóticos (Mendelson y cols., 1988; Bardejeben y cols., 1989), inainutrición (Maiozowski y
cols., 1990) y síndrome premenstrual (Rabin y cols., 1990). Por el contrario, la depresión
atípica y el síndrome de Cushing, caracterizados por polifagia, ganancia de peso, fatiga y
exceso de peso, no están relacionados con una hipersecreción de CRE, sino con una
disminución de la liberación de CRE (Gold y cols., 1986b). Asimismo, en los pacientes
hipotiroideos, que suelen presentar depresión atipica, se observa un descenso en la secreción
de CRE (l<amilaris y cols., 1989). Todos estos datos sugieren que existe otra forma de
alteración de la respuesta al estrés, en lugar de la activación sostenida del eje HHA
mencionada anteriormente, caracterizada por una reducción crónica de la secreción de CRE,
lo que resulta en un descenso de la excitabilidad (Chrousos y Gold, 1992).
6. Actividad basal del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal
La actividad basal del eje HHA está controlada por un ritmo circadíano generado por
el NSQ del hipotálamo y determinado por el ciclo luz/oscuridad. El NSQ recibe aferencias del
tracto retinohipotalárnico (Moore y Card, 1985) y emite proyecciones hacia el distintos núcleos
del hipotálamo, incluido el NPV (Berk y Finkelstein, 1981). Por ello el NSQ representa un
punto de conexión entre las señales visuales procedentes del exterior y distintas funciones
homeostáticas, incluido el ritmo circadiano del eje HHA.
Los niveles plasmáticos de corticosterona en la rata experimentan variaciones a lo largo
del dia; permanecen a concentraciones bajas (0-5 g/dl) durante la mayor parte del periodo
de luz, y doso tres horas antes del comienzo del periodo de oscuridad estos niveles aumentan,
alcanzando el nivel máximo (20 pg/dl) al comienzo de la fase de oscuridad y disminuyendo
posteriormente a lo largo de este periodo. Este ciclo también se da en la especie humana, pero
de forma inversa. Las variaciones circadianas de corticosterona se deben a que las células
presentan diferente sensibilidad a ACTH durante la fase AM y PM, lo que permite que frente
a un mismo estimulo de ACTH exista mayor secreción en una de las fases y menor en las otras
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(Dalíman y cols., 1987). También existe un ciclo para ACTE, pero es menos constante y de
menor amplitud que el de corticosterona (Cascio y cols., 1987). Sin embargo se ha observado
una clara correlación entre los niveles de ARNm que codifica para la proteina precursora de
CRE en el hipotálmno y los picos de corticosterona (Kwak y cols., 1992).
7. Modulación de la actividad del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal en
condiciones basales y situación de estrés por los glucocorticoides y
receptores de glucocorticoides
Los glucocorticoides ejercen un control negativo sobre la actividad del eje HHA en
situación basal y de estrés (Keller-Wood y DaIlman, 1984): así, la secreción de CRE
hipotalámico y de ACTH hipofisario se inhibe cuando los niveles plasmáticos de
glucocorticoides aumentan.
7.1. Sistemas de retroalimentación negativa
La retroalimentación se define como una situación en la que una hormona regula la
secreclon de las hormonas que estimularon su liberación. El eje HHA es un sistema de
retroalimentación de tercer orden, ya que hay tres glándulas implicadas, el hipotálamo, la
hipófisis y la glándula adrenal (Keller-Wood y Dalíman, 1984). Existen por tanto tres niveles
de retroalimentación en este sistema: largo, corto y ultracorto (figura 8).
a) Retroalimentación negativa larqa: La corticosterona inhibe la liberación de CRE en el
hipotálamo y de ACTH en la hipófisis.
h) Retroalimentación negativa corta: ACTII inhibe la liberación de CRE en el hipotálamo
c) Retroalimentación negativa ultracorta: CRE inhibe su propia liberación en el
hipotálamo.
7.2. Modulación de la actividad del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal por los
glucacorticoldes
La corticosterona ejerce un efecto de retroalimentación negativa sobre el eje HHA tanto
en fase de luz como de oscuridad. La secreción de ACTH es más sensible al efecto de
retroalimentación negativa de corticosterona durante la fase PM (de máxima actividad) que
durante la fase AM (de baja actividad), debido a que en este periodo los niveles basales de
ACTH son más altos (Gaillard y cols., 1984; Bradbury y cols., 1991).
La elevación de los niveles plasmáticos de corticosterona inhibe el eje HHA. Por lo
tanto, en un animal tratado con corticosterona y sometido a una situación de estrés no se
observa un aumento de ACTH. Sin embargo, cuando la elevación de los niveles de
corticosterona se produce por aplicación de un estimulo estresante, estos niveles altos de
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corticosterona no bloquean la activación del eje cuando se somete al mismo animal a un
segundo estrés entre 1 y 24 h después. Por ello puede decirse que el primer estrés “facilita”
la activación del eje HHA que se produce con el segundo estrés, con lo que se contrarresta el
efecto inhibitorio de corticosterona. En esto consiste el “fenómeno de facilitación” (Daliman
y Jones, 1973; Dalíman, 1993).
FIGURA 8
Sistema de retro «Limentactón del eje hipotálamo-ldpóflsis-adrenal
re treo/fm eatació’n
larga
Daflrnan (1993) ha expuesto unahipótesis para explicar este fenómeno de facilitación:
1) Un estrés agudo activa las neuronas que contienen CRE y AVP en el NPV. Durante
el estrés crónico se activan fibras noradrenérgicas del LC. Al parecer, esta activación puede
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estar mediada por un aumento de CRE en el LC, que proviene de las eferencias del NPV del
hipotálamo.
2) Las neuronas noradrenérgicas del LC a su vez activarían las neuronas
parvocelulares del NPV que contienen CRE y A’!?, aumentando así la concentración de esta
última hormona Está demostrado que el estrés crórtico aumenta la concentración de AVP en
estas neuronas (De Goeij y cols., 1992a y b) y en las vesículas que contienen CRE y AVP en
la EM (DaIlman, 1993).
3) La secreción de ACTH inducida por AVP es menos sensible al control negativo de los
glucocorticoides. El incremento de A’!? mencionado anteriormente incrementa la relación
CRE/AVE liberado a la circulación portal hipofisaria, garantizando la secreción de ACTH
durante el estrés crónico, e induciendo así el fenómeno de facilitación.
7.3. Modulación de la actividad del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal por los receptores
de glucocorticoldes
Los RM regulan la actividad del eje HHA durante el periodo de baja actividad del ciclo
circadiano. Durante esta fase, el 80-90<M, de los receptores están ocupados, mientras que los
RG lo están solamente en un 10% (Reul y cols., 1987). Además, en esta fase del ciclo, la
administración de un antagonista de los RM (pero no la de un antagonista de los RG) produce
una elevación de corticosterona plasmática (Ratka y cols., 1989).
Sin embargo, durante el periodo de máxima actividad, el eje HHA está regulado tanto
por los RM como por los RG. Reul y de Kloet (1985) encontraron un 90% de ocupación de los
RM en el pico de esta fase, mientras que los RG se ocupan en un 70%. Tanto la
administración de antagonistas de RM (Bradbury y DalIman, 1989) como de antagonistas de
RG (GaiIlard y cols., 1984) produce un aumento de ACTI-1 en esta fase.
En situación de estrés, los RG son los principales mediadores del efecto de
retroalimentación negativa de los glucocorticoides. En esta situación estos receptores están
ocupados en una proporción de 75-80% (Meaney y cols., 1988). Sin embargo, Ratkay cols.
(1989) demostraron la participación de los RM en procesos de estrés, ya que antagonistas
especificos para los RG atenúa.n el pico de ACTH inducido por estres.
7.4. Lugar de acción de los glucocorticoides en su control sobre la actividad del eje
hipotálazuo-hipóflsis-adrenal
a) Adenotu~óflsis
En experimentos in vitro se ha demostrado que tanto la corticosterona como la
dexametasona modulan la secreción de ACTH en hipófisis (Sabol, 1980; Woods y cols., 1992).
También se ha demostrado en estudios in vivo que los glucocorticoides regulan la secreción
de ACTH en la hipófisis (Birnbergy cols., 1983) y que sólo bloquean la secreción de ACTH en
adenohípófisis en situaciones de estrés, ya que es necesaria una concentración de
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corticosterona de al menos 30 ~¡g/dl, sólo alcanzable en estas situaciones (Levin y cols, 1988).
b) Hipotálamo
La dexanetasona inhibe la liberación y disminuye el contenido de CRE hipotálamico
(Plotsky y Vale, 1984). Asimismo, en cultivos de células hipotaláinicas, se ha observado que
la corticosterona inhibe la liberación de CRE actuando sobre RM y RG (Hu y cois., 1992).
e) Estructuras límbicas
El efecto de retroalimentación negativa de los glucocorticoides sobre la actividad basal
del eje HHA sólo se ha podido demostrar de una forma clara a nivel del hipocampo. Lesiones
en esta estructura o en el fórnix incrementan los niveles plasmáticos de ACTH y corticosterona
(Eischette y cols., 1980). Asimismo, manipulaciones farmacológicas de la actividad de los
receptores de glucocorticoides en el hipocampo también modifican los niveles plasmáticos de
ACTH y corticosterona (Bradbury y DalIman, 1989).
El hipocampo también está implicado en el efecto inhibitorio de la actividad del eje
HHA en situación de estrés. Animales con lesiones en el hipocampo (Sapolsky y cols., 1984)
o en el fórnix (Jacobson y Sapolsky, 1991) muestran una mayor elevación de los niveles de
corticosterona tras una situación de estrés que los animales no lesionados. En este caso están
implicados los dos tipos de receptores de glucocorticoides (Bradbury y Daflman, 1989).
El núcleo central atnigdaloide es otro de los centros limbicos relacionados con el efecto
inhibitorio de los glucocorticoides (Beaulieu y cols., 1987). Asimismo, la corteza prefrontal
(Diorio y cols., 1993) y las neuronas catecolam.inérgicas del cerebro medio (Lachuer y cols.,
1991) también están relacionadas con este efecto de los glucocorticoides.
II. El Factor Liberador de Gastrina (GRP)
1. Descubrimiento y caracterización
GRP es un péptido de 27 aminoácidos presente en mamiferos cuya estructura es muy
similar a la bombesína (BBS), péptido aislado de piel de rana (especie Bombina bombina) en
1971 por Anastasiycols (figura 9).
Se han aislado tres familias de péptidos análogos a BBS en anfibios: bombesinas,
ranatensinas y fillolitorinas. Todas ellas se caracterizan por tener una secuencia de
aminoácidos bastante similar, y en cada familia es característica la presencia de un
aminoácido común cerca del extremo carboxio terminal: Así las bombesirias tienen Leu en
penúltima posición; las ranatensinas tienen fenilalanina (¡‘he) en esta misma posición y en
las fillolítorinas es característica la serma (Ser) en antepenúltima posición. En la piel de rana,
estos péptidos están localizados en glándulas mioepiteliales venenosas bajo inervación






















































































































































































































































































































Los péptidos análogos a BBS son un clásico ejemplo de péptidos descubiertos en
primer lugar en un órgano periférico (en este caso piel de rana) y aislados posteriormente en
mamíferos. Además de su función como neurotransmisoresy hormonas autocrinas, presentan
un gran espectro de actividades biológicas y son de gran interés debido a su función como
marcadores tumorales y factores de crecimiento celular (Cuttitta y cols., 1985).
GRP fue el primer péptido análogo a BBS aislado en mamíferos, a partir de estómago
e intestino porcino (Mc Donald y cols., 1979). Posteriormente se identificó un péptido
homólogo a ranatensina en mamíferos, llamado neuromedina B (NMI3; Minamino y cols, 1983>
(figura 10). GRP se denornina así por el bioensayo utilizado para su aislamiento, la liberación
de gastrina, aunque éste es sólo uno de sus muchos efectos fisiológicos. BBS y GRP
comparten la secuencia C-terminal, concretamente los 7 últimos aminoácidos (figura 9). Esta
secuencia es la responsable de la unión al receptor y de su actividad biológica (Walsh y cols.,
1979; Moodyy cols., 1982). Además, la metionina (Met) C-terminal debe ser amidacla paraque
el péptido pueda tanto ser reconocido por anticuerpos como unirse a su receptor (l<nigge y
cols., 1984).
GRP (1-27) se ha identificado además en el proventriculo de las aves (Mc Donald y
cols., 1980), en el intestino delgado canino (Reeve y cols., 1983) y en tumores humanos
pulmonares (Orloir y cols., 1984). La estructura de ORE humano se ha identificado por
secuenciación de aminoácidos y por clonaje molecular (Reeve y cols., 1983; Spindel y cois.,
1984>. Asimismo se ha determinado la estructura de ORE’ de rata por clonaje molecular
(Lebacq-Verheydeny cols., 1987) que difiere de GRP humano en la adición de dos aminoácidos
más en el extremo amino terminal, dando lugar así a un péptido de 29 aminoácidos (Spindel,
1986; figura 9).
Por otra parte, se ha identificado un péptido de 10 aminoácidos correspondiente al
decapéptido C-terminal de QRP (GRP-l0, antes llamado neuromedina C) en médula espinal
porcina (Minamino y cols., 1984), intestino canino pequeño (Reeve y cols., 1983) y en un
tumor pulmonar humano (Spindel y cols., 1984). Se piensa que este decapéptido se origina
a partir de GRP por fragmentación y se ha sugerido que puede sintetizarse in vivo. Tanto GRP
(1-27) como GRP-lO tienen actividad biológica similar a BBS, como se deduce de estudios
estructura-actividad (Rívier y cols., 1978), que relacionan la actividad biológica de estos
péptidos con los 7-10 últimos aminoácidos del extremo C-terminal. Es importante destacar
que los anticuerpos frente a BBS no distinguen entre GRP (1-27) y GRE-lO en
radioiri.munoensayo (RíA) o inmunohistoquimica. Debido a que no se han identificado más
péptidos que originen reacción cruzada con anticuerpos frente a BBS, se deduce que la
inmunorreactividad frente a BBS en mamiferos se reduce a estas dos formas de GRP.
2. Síntesis y procesamiento
El ARNm que codifíca para GRP humano (GRPh) fue aislado por Spindel y cols (1984;
1986; 1988) a partir de un tumor pulmonar en el que se encontraron altos niveles de
inmunorreactividad a BBS. Este descubrimiento fue confirmado por Sausville y cols. en 1986
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en 4 de las 7 lineas celulares tumorales SCLC (Small Ceil Lung Carcinoma o tumor pulmonar
de células pequeñas) y en dos tumores metastásicos SCLC.
fiGURA 10
Síntesis yprocesantlento de <~P en el hon.hre
—al a4,8 kb
punto de corte poro
obtener lo formo 3
de ARNm de pro GRP
U’—39kb
punto de corte poro
obtener o formo 2
de AI~Nm de pro G~P
í 3-UT
5 UT + ~ CrEP
peptido se~aI
2 ¡ so« VAYAs
3 ________
Formo completo de
ARNm de pro GRP
A~Nm de pro GRP
con 21 boses menos
ARNm de pro GRP
con 19 boses menos
GRPhseadiflca apartir delARModelpolipéptidoprecursorde GRP (ARNmdepro GRP). Estepnscursor
procede de un único ~n to~m~¡o que wdificapara GRP, localizado en el cromosoma 18 (Naylory cola,
1987), cuyo tamaño esde 10 kbo,n dos intronesde4,8y.3,9k ytr’es axones. El primer asAn codifico
paro la región 5; el péptido señaly los primems 23 aminoácidos de GRP; el axón 2 codificapara los 3
omino ácidos restantes de (~P y los primeros 74 aminoácidos da OTEE (corLan terminal exiension
peptida o e.rtansión carbosila terminal del péptido). Por último, el axón .3 codifico para la secuencio
restante de CrEP y el ex!remo 3 (Epindely cols., 1987). El ARNm depro CRE codifico para un péptido
precwsorde CRE (pmo-CARE)de 148aminoácidos, apartirdel cual, y madiamñepmncesamientoproteob%co
sasintdizaCRE,~==,(GRP-10)y CRE ¡.z (Epindel ycols., 198W Este pApUdo precursor consta de un
péptido señal que va seguido inmediatamente de CRE ¡27, un aminoácido glicina (dg) donador de la
amoldo de! extrrmo carboxilo termino!, dos residuos de Usina (Lys) que indican el punto de corte paro
los enclopeptidasas y tres fonnos de CrEP, Los tres formas de OTEE se forman por distintos
procesamientos de! segundoinirón apartirdelAkNm de pro CRE, como se mnuesfro enlofiqurc~ dando
lugar o loforrna completo de! A.RNm dep-o CRE (1), ARIVmodapm CERcan21 bases merlos (2>, y AP Nro
depra dEP con 19 bases menos(S). Hasta el momanía se desmnocr lafnrurióndel péptido saña! ydc
CTEP (Sp indal y cols., 1986; Sondoy y cols., 1988).
Distintos análisis han mostrado algunas similitudes entre el proceso de transcripción
de ORE en humanos (figura 10) y en rata, pero también existen marcadas diferencias, como
la existencia de dos formas de ARNm que codifican para el péptido precursor de ORE (pro-
ORE), una de 1,1 Kb, bastante similar a la tercera forma de ARNm de pro-ORE en humanos,
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y otra de 1,5 kb. La estructura del gen que codifica para ORE’ en rata tiene 3 exones, al igual
que ocurria en el gen humano (Lebacq-Verheyden y cols., 1990), pero no existe procesamiento
alternativo en el segundo intrón, que daba lugar a tres formas distintas de CTEP en humanos,
por lo que el procesamiento del ARNm de pro-ORE en rata da lugar a un único péptido
precursor de 147 aminoácidos (Lebacq-Verheydeny cols., 1988).
3. Localización ¿e GRP
ORE’ se encuentra ampliamente distribuido en el SNC. Su localización en las distintas
regiones del cerebro de rata se detalla en la tabla 4. Asimismo, se ha detectado
innunorreactividad a ORE’ (IR-GRP) y a su péptido precursor, pro-ORP, en hipófisis de rata y
cobaya (Larseny cols., 1989a; Steely cols., 1992), lo que sugiere que ORE’ se sintetizaen esta
glándula endocrina. Esta inmunorreactividad se localiza principalmente en corticotrofos y
lactotrofos, y en menor medida en gonadotrofos, tirotrofos y somatotrofos, así como en la linea
celular tumoral hipotisaria secretora de ACTH AtT2O y en la linea celular tumoral hipofisana
secretora de PRL y OH 0H3 (Houben y Denet 199 la). ORE’ también está presente en la
médula espinal de la rata (Moody y cols., 198 lj. Además, estudios realizados por Larsen y cols.
(1989a) han demostrado la presencia de IR-ORP en células de la hipófisis anterior de cobaya
en contacto con capilares hipofisarios, lo que sugiere que ORE’puede ser liberado al torrente
sangumeo.
Es importante destacar la presencia de IR-ORE’en terminaciones nerviosas de la zona
externa de la EM bovina cercanas a capilares sanguineos, pero no en la zona interna de la EM.
En estas terminaciones nerviosas, ORE’ colocaliza con CRF, lo que refuerza la hipótesis de que
ORE’ pueda ser liberado a la circulación portal hipofisaria (Giraud y cols., 1987a). Además,
existe IR-ORE’ en la médula espinal de rata (Panula y cols., 1987), donde el contenido en ORE’
parece estar influenciado por los glucocorticoides, ya que en estudios recientes se ha
observado un aumento en el contenido de péptidos análogos a BBS en la médula espinal de
ratas adrenalectomizadas y tratadas posteriormente con dexametasona (Westermark y cols.,
1999ay b).
En la especia humana, ORE se encuentra principalmente en hipotálamo, ACC, globo
pálido, amigdala, SOEy sustancia nigra (Ohateiycols., 1984). Asimismo, se ha detectado IR-
ORE’ en la médula espinal, en el liquido cefalorraquideo (Yamada y cols., 1981) y en la
hipófisis, concretamente en los lóbulos anterior e intermedio (Chung y cols., 1989; Steel y
cols., 1992).
ORE’ también está E’resente en la médula adrenal. Lemaire y cols. (1986) detectaron la
presencia de IR-ORE’ en médula adrenal bovina, concretamente en células noradrenérgicas.
A nivel subcelular, esta inmunorreactividad se localiza en los gránulos secretores junto con
catecolaminas, y en la fracción microsomal, en concreto en el aparato de Oolgi, hecho que
sugiere que ORE’ permanece en esta fracción como precursor y reserva para un posterior
procesamiento. El hecho deque ORE’ coexista con NA en células adrenomedulares sugiere que
este péptido puede ser liberado tras una estimulación del nervio esplénico junto con NA y
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modular la secreción hormonal de esta glándula.
A nivel periférico se han detectado células endocrinas con IR-ORE en el tracto
gastrointestinal y en páncreas humano (Polalcy cols., 1976; Price y cols., 1984; Shimosegawa
y cols., 1993). Asimismo, son muchos los mamíferos, entre ellos la rata, en los que se han
encontrado cuerpos celularesy fibras nerviosas con IR-ORE’ en estaregión (Bulfay cols., 1982;
Moghimzadeh y cols., 1983; Costa y cols., 1984). ORE’ también está presente en pulmón en
mantiferos adultos (Whai-ton y cols., 1978), aunque las mayores concentraciones en pulmón
humano se han encontrado en fetos y recién nacidos (Cutz y cols., 1981), lo que sugiere la
implicación de ORE ene] desarrollo puhnonary su posible función como factor de crecimiento
celular tanto en células normales como tumorales (Cuttitta y cols., 1985). También se ha
localizado ORE’ en la glándula tiroides de recién nacidos, leche materna tanto humana como
de vaca, en el tracto reproductor femenino de la rata y en vejiga urinaria humana (Sundav y
cola, 1988)
TABLA 4
Distrihudón de GRP y su ARNin en cerebro de rata
Región Inmunorreactividad a GRP ARNm GRP
A. Cerebro anterior









Tálamo 4+ +/ -
Hipotálamo
o núcleo medial preéptico 4+
~ núcleo periventriculat 44. +
o núcleo supraquiasniárico 5 +
O núcleo suptaoptico 5 4+
o núcleo paraventricular +4 +
o núcleo arqueado +44
o núcleo dorsomedial ti. +
~ eminencia media 4 5
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núcleo del tracto solitario
+4+ ++
Datos de IR-CRE obtenidos por RfA (Moody y cols., 1981); distribución de ARNm de CRE según Wada y
cols., 1990 medida por hibridación in situ. ++-f, niveles muy elevados; ++, niveles moderadamente
elevados; +, niveles bajos; -, niveles indetectables; 2, datos desconocidos,
4. Distribución de ARNm de GRP
Como se muestra en la tabla 5, se conoce la distribución en cerebro de rata de los dos
transcritos que codifican para el péptido precursor de ORE’ en cerebro de rata. Este estudio,
realizado por Zoeller y cols. en 1989, se llevó a cabo mediante hibridación in sUn, utilizando
ribosondas complementarias al transcrito de 1,5 kb y a los dos trancritos (1,5 y 1,1 kb), de
modo que puede observarse la diferente distribución de los dos ARNm. Asimismo, estudios de
hibridación in situ con ribosondas y oligonucleótidos especificos para ARNm de GRP muestran
una distribución cerebral bastante similar (Waday cols., 1990; Gundlach y Knobe, 1992; tabla
4). Aun así, la señal de hibridación es débil comparada con la de otros neuropéptidos, lo que
indica que en general ORE’ se expresa en poca proporción en cerebro. Como se detalla en la
tabla 4, a pesar de que existen áreas cerebrales que contienen ARNm de pro-ORP y no
contienen inmunorreactividad, y al contrario, existe unaciertacorrelación entre lalocalización
de ARNm de pro-ORP y la distribución de su inmunorreactividad. Esto puede indicar varias
cosas: que para algunas poblaciones neuronales no hay traslado de ARNm de pro-GRP o se
traslada en muy baja proporción; o que se utiliza o se degrada de forma muy rápida. Es
importante destacar que muchas de las áreas con presencia de ARNm de pro-ORP contienen
también receptores para ORP. Asimismo, se han detectado niveles bajos de ARNm de GRP en
hipófisis de rata (Houben y cols., 1993).
Fuera del SNC se ha detectado expresión moderada de ARNm de ORP en estómago y
células aisladas del tracto gastrointestinal de rata, pero no en otros órganos como el higado
y el riñón (Waday cols., 1990; Dimaline y cols., 1992).
En humanos se ha detectado ARNm de ORE’ en distintos tejidos y sistemas como
pulmón, tiroides y tracto gastrointestinal, pero no en ciertas glándulas, como hipófisis y




Localizadón cerebral del ARNm del péptldo precursor de GRP en la rata
Región cerebral Transcrito 1,5 kb Transcrito 1,1 kb
ATelencéfalo


























Núcleo del tracto +
solitario
+: presencia de ARNm; -: no hay presencia de ARNm.
(Tomado de Zoeller y cols., 1989)
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5. Receptores de GRP
Hasta la fecha se han caracterizado cuatro tipos de receptores para péptidos análogos
a BES en mamíferos: el receptor de ORP (ORP-preferring receptor, ORP-R o BB2I que fue
donado por Spindel y cois. (1990) y Battey y cols. (1991); el receptor de Neuromedina E (NMB-
preferring receptor, NMB-R o BEl) que fue donado por Wadaycols. (1991); el tercer subtipo
de receptor es el llamado BRS-3 o BB3 y fue donado por Oorbulev y cols. (1992) y Fathi y cols.
(1993). Estudios recientes han demostrado que su gen se expresa en hipófisis de oveja e
hipotálamo de oveja y ratón (Whitley y cols., 1999; Yamaday cols., 1999), aunque su función
fisiológica y su ligando endógeno todavía no se ha descubierto. Por último, en 1995, Nagalla
y cols. identificaron un cuarto subtipo de receptor llamado 1384, y del que se conoce
relativamente poco (Katsuno y cols., 1999).
TABLA 6
Unión de distintos ligandos al receptor de GRPy de A’MB en distintos cultivos celulares















BBS 1,4±0,2 3,6±0,5 1,3 ±0,2 6,8± 1,3 0,9 ±0,3
CRE 6,2 ±1,3 11±1,5 1,6 ±0,2 6±2 3,1 ±1,4
NMB 437 ±30 1500 ±150 41,8 ±4,8 230 ±80 174 ±44




Chablaslornas de raía *Receptor de rata
transfectodo
BBS 32±3 21±7 34±2
CRE 5080 ±770 403±58 439±66
NMB 8,1±5,2 3,3±0,8 4,2±0,6
Se refiere al receptor de humano, de ratón
(Tomnado de Kroog y cols., 1 995b)
y de rata transfectado en fibroblastos de ratón Balb 3T3
La potencia relativa de los distintos agonistas de estos receptores sobre cada subtipo
de receptor es la siguiente (Nagallay cok., 1995; Betancury cols., 1997):
Receptor de NME o BEl: NMBABBSZORP




Receptor BR4: [Leu’3] bombesina>4Pheti bombesina>ORE’>NMB
Todos estos receptores están acoplados a proteina O, tienen 7 dominios
transmembrana y su mecanismo de transducción es vía fosfolipasa C (PLC) para producir un
aumento de ~, díacilglicerol <DAO) y Ca2 intracelular.
Dado que ORE’ se une preferentemente al receptor 13132 o receptor de ORE’, en esta
memoria sólo nos referiremos a este subtipo de receptor.
S.l. Receptor de GRP: Identificación, clonaje y mecanismo de trausducción
En 1978, Moodyycols. ydensenycols. identificaron un receptor especifico, saturable
y reversible para ORE’ en células pancreáticas acinares de cobayay en membranas cerebrales
de rata. Posteriormente se identificó este receptor en la línea celular hipofisaría de rata
secretora de OH y PRL 0H
4C1, en células Swiss 3T3 de ratón y en células SCLC <Westendorf
y Schonbrunn, 1983; Zachary y Rozengurt, 1985; Moody y cols., 1985). También se conoce la
estructura del receptor de ORP humano, caracterizada por Corjayy cols. (1991) y Benyay cols.
(1995a), cuyo gen está localizado en el cromosomaX (Feldmanycols., 1990).
El receptor de ORE’ es una proteína de 384 aminoácidos con un peso molecular de 43
kD y se encuentra situado en la membrana celular. En este receptor pueden distinguirse tres
regiones: 1) el dominio extracelular de unión al ligando, que es la región a la cual se une ORE,
2) 7 dominios hidrofóbicos que corresponden a los siete dominios transmembrana
característicos de los receptores acoplados a proteína O, que atraviesan la bícapa lipídica de
lamembranacelular,y3) el dominio intracelular, encargado de activar el sistema de segundos
mensajeros. Es importante destacar en la estructura de los siete dominios transmembrana los
tres sitios de fosforilación para PKC, uno en el tercer dominio transmembrana y dos en el
cuarto, además de la secuencia cisteina-cisteina (Cys-Cys) en este último dominio,
responsable del anclaje del receptor a la membrana celular (Kroog y cois., 1995a y b).
El receptor de ORE está acoplado aproteína O. Estas proteínas tienen 3 subunidades,
a, P y y, que se disocian en dos subunidades, O,, (de la que se conocen al menos 20 tipos
distintos) y O~, para activar las enzimas necesarias para la síntesis de segundos mensajeros
(Jolmson y Dhanasekaran, 1989). El receptor de ORE induce la cascada de segundos
mensajeros a través de proteína ~ cuya función es transmitir la señal desde el dominio
extracelular de unión al ligando hasta el sistema de segundos mensajeros intracelular,
produciendo la hidrólisis de fosfatidil inositol fosfato (PIP2; Hellmich y cols, 1997).
El receptor de ORP, como se verá posteriormente, se encuentra ampliamente
distribuido en SNC y tejidos periféricos, y parece actuar casi exclusivamente a través de
mecanismos mediados por NCC (Bjoro y cols., 1987; Muir y Murray, 1987). Sin embargo, en
algunos tipos de células este receptor incrementa los niveles de AMPc (Benyay cols., 1994a),
e incluso puede actuar a través de los dos mecanismos (Benya y cols., 1994b). El sistema de
segundos mensajeros acoplado al receptor de ORP activa mayoritariamente ELC: asi se ha
observado que a través de esta vía, BBS estimula la secreción de PRL y ACTH en la línea
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celular OH4C~ y en disociados de adenohipófisis respectivamente (Ejoro y cols., 1987; Au y
cols.,
1997), además de potenciar la secreción de ACTH inducida por CRE (Au y cols., 1997).
Por último, cabe destacar que la regulación del número de receptores de ORP se lleva
a cabo por fosforilación, internalización (es decir, el complejo GRP-receptor se introduce en
el citoplasma por endocitosis) y regulación a la baja. El receptor de ORE, al igual que otros
receptores acoplados aproteinaO, esfosforilado como consecuencia de la unión del agonista,
lo que a su vez produce aumento de la concentración intracelular de Ca?’ (Hellmich y cols.,
1999). Esta fosforilación se produce mayoritariamente por NCC (Brown y cols., 1987; Muir y
Murray, 1987; Hellrnich y cols., 1999), aunque estudios recientes sugieren la implicación de
otras quinasas en este proceso de fosforilación {Benya y cols., 1994b; Kroog y cols., 1995b;
Hellmnichy cols., 1999). La misión de estos tres procesos en conjunto es finalizar la respuesta
y evitar una posterior activación del receptor en presencia de un agonista, fenómeno llamado
desensibilización (Benyay cois, 1994a; 1994by 1995b).
5.2. Distribución del receptor de GRP
La distribución cerebral del receptor de ORE’ en rata se detalla en la tabla 7. En lineas
generales, puede decirse que coincide con la distribución de terminaciones nerviosas de ORP
en cerebro adulto, con la excepción del hipocampo y de la corteza cerebral <E’anula y cols.,
1982>.
El receptor de ORE también se encuentra en hipófisis. Houben y cols. (1994)
demostraron por técnicas autorradiográficas la existencia de sitios de unión para péptidos
análogos a BBS en hipófisis anterior, principalmente en lactotrofos y somatotrofos. Además
se han encontrado receptores para ORE’ en la linea celular 0H
4C1 (Westendorf y Schonbrunn,
1983>.
A pesar de la amplia distribución de receptores en el SNC, la mayor densidad de
receptores de ORI> en distintos mamiferos se ha encontrado en el tracto gastrointestinal (Vigna
y cols., 1987; Moran y cols., 1988). También se han localizado receptores de ORE en la vejiga
urinaria, útero y vesícula seminal (Sunday y cois., 1988).
La distribución del ARNin de] receptor de ORP en cerebro de rata se detaila en la tabla
7 y coincide en lineas generales con la distribución de su receptor. Asimismo se han
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Distribución del receptor de CRE por medida por autonadiografia (Ladenheimn y cols. 1992); distribución
de ARNm del receptor de CRE por medida por northern blot (Wada y cola 1991). ++t niveles muy




6. Circuitos neuronales y colocalización de GRP con otros
neurotransmisores y neuropéptidos en el sistema nervioso central
La mayoría de los estudios sobre circuitos neuronales de ORE han sido realizados en
rata. Asi se ha demostrado que la mayor parte de cuerpos celulares ORPérgicos se encuentran
en el NSQ, NE’V y NTS (Roth y cols., 1982; Panula y cols., 1984; Larsen y cois., 1989b),
mientras que las terminaciones nerviosas con IR-ORE se han localizado principalmente en el
ARC (Panula y cols., 1984) y en otras regiones cerebrales como el pálido ventral, el núcleo
interpeduncular y la sustancia nigra pars reticulata (Larsen y cols., 1989b). ORE’se encuentra
en axones que contactan con neuronas del NSQ, lo que sugiere la posible función
neurotrasmisora de ORP en esta región hipotalámíca (Van den Pol, 1986), además de su
implicación en el control del ritmo circadiano, como se explicará posteriormente. De hecho,
la administración de ORP estimula la actividad neuronal del NSQy del ARC, (Liny Pan, 1993;
Tang y Pan, 1993) y la luz induce la expresión de proteinas Fos en neuronas ORPérgicas del
NSQ (Earnest y cols., 1993).
Los cuerpos celulares ORPérgicos del NTS, núcleo parabraquialy el NPV del hipotálamo
proyectan hacia el núcleo motor dorsal del vago (DMV) (Riche y cols., 1990; Costello y cols.,
1991; Lynn y cols., 1997). Además, los cuerpos celulares del núcleo dorsal geniculado y del
LC proyectan hacía la zona incerta (Lechner y cols., 1993). Por otra parte, neuronas
ORPérgicas situadas en otras regiones hipotaláinicas, en el núcleo de la estría terminalis o en
la asnigdala no se proyectan aparentemente hacia el DMV. La función específica de estas vías
ORPérgicas todavia no se ha determinado, aunque todo parece indicar que los efectos
centrales producidos tanto por ORE como por BBS podrían estar mediados por la proyección
existente entre el 1’JPV y el DMV (Costello y cols., 1991) y que ORE podría actuar como
neurotransmisor/neuromodulador en el complejo NTS/DMV (Lynn y cols., 1997). Además,
ORE coexiste con el enzima tirosina hidroxilasa, paso limitante de la sintesis de
catecolaminas, en neuronas del NTS, por lo que la coexistencia de catecolaminas y ORE en
esta región cerebral podría regular, al menos en parte, los efectos cardiovasculares de ORE y
BBS (Lynn y cols., 1996).
También se han encontrado cuerpos neuronales de ORE’ en otras áreas cerebrales de
rata, como la médula ventrolateral y el núcleo medial geniculado (Lynn y cois., 1996), y
terminaciones nerviosas en la médula espinal (Chung y cols., 1989). Por otra parte, en
humanos, la distribución de fibras y terminaciones nerviosas del NTS y del DMV coincide con
la descrita para la rata (Lynn y cols., 1996>.
Por último, se ha observado que tanto ORE como BBS producen estimulación de
neuronas serotoninérgicas del núcleo dorsal del rafe, actuando probablemente sobre
receptores postsínápticos acoplados a canales de potasio (Pinnock y Woodruff, 1991).
Además, ORE’ colocaliza en numerosas regiones cerebrales con otros neurotrasniisores
y neuropéptidos en la rata, como se describe en la tabla 8. Estos estudios, realizados mediante
técnicas inmunocitoquimicas, han demostrado, entre otros hallazgos, que ORE colocaliza con
AVPy somatostatina tanto en axones como en cuerpos celulares del NSQ, pudiendo funcionar
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como neurotransmisor en esta región hipotalámica (Van den Pol, 1986). Por otra parte, el
hecho de que ORE colocalice con catecolaminas en el NTS puede estar relacionado en parte
con los efectos cardiovasculares de BBS (Lynn y cols., 1996). Asimismo, es importante
destacar la presencia de IR-ORE’ en terminaciones nerviosas de la zona externa de la EM
bovina cercanas a capilares sanguíneos, en donde ORE’ colocaliza con CRE, lo que refuerza la
hipótesis de que ORE’ pueda ser liberado a la circulación portal hipofisaria (Oiraud y cols.,
1987a).
TABLA 8
Principales colocallzaciones de GRP con otros neurotransmlsores y neuropéptidos en el






NSQ Van den PolyTsujimoto, 1985;
Van den Pal, 1986; Kawataycols., 1987
serotonina NSQ Van den Pal, 1986; Kawata y cals., 1987




Moody y cole., 1951;
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Van den Pal y Tsnjimoto, 1985;
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neuropéptidoY NSQ Kawataycols., 1987
Núcleo trigeminal
mesencefálico
Copray y cole., 1990
péptido histidina-
isoleucina
NSQ Ro¡nijny cole., 1996
Catecolaminas IDMV Richeycols., 1990
NTS Lynnycols., 1996








calecistoquinina NPV Moady y cols,, 1981
Núcleo trigeminai Copray y caIs., 1990
mesencefálica
Ieucina-encefalina NE’V lOss y cols., 1984;
(leu-enk)
Núcleo trigeminal Copray y cols., 1990
mesencefálico
CABA NSQ Van den Pol y Tsujimoto, 1985;
Van den Pal, 1986
Neurofisina NSQ Van den Pal y Tsujimoto, 1985
7. Efectos fisiológicos y farmacológicas de GRP
7.1. Efecto de GRP/bombesina sobre la actividad locomotora
La administración ícv de BES en ratas aumenta la actividad locomotora (E’erty cols.,
1980). Este aumento de actividad locomotora se ve diminuido si previamente a la
administración de BBS, los animales son tratados con neurolépticos como haloperidol o
flufenazina (Merali y cols., 1983), lo que sugiere que la DA podria actuar como mediador de
la respuesta locomotora de BBS.
Existen estudios más recientes en los que se ha caracterizado el subtipo de receptor
dopaminérgico implicado en el aumento de actividad locomotora inducido por BBS, La
combinación de dos antagonistas dopaininérgicos, SCH 23390 (antagonista del receptor D1)
y eticloprida (ETIC), antagonista del receptor ~2’ inhibe de forma marcada el aumento de
actividad locomotora inducido por BBS. Sin embargo, este bloqueo es mayor (>70%) cuando
se combina una dosis baja del SCH 23390 con dosis crecientes de ETIC, lo que sugiere una
mayor participación del receptor D2 en el aumento de actividad locomotora inducido por BBS.
No obstante la activación de ambos receptores es necesaria para que BBS aumente la
actividad locomotora (Piggins y Meralí, 1989).
7.2. Efecto de GRP/bombesina sobre la conducta de acicalamiento
En 1985, Merali y cois. observaron que la administración icv de BBS incrementa el
comportamiento de acicalamiento en rata. Este tipo de respuesta consiste en que la rata se
rasca frecuentemente la cabeza y el cuello con las patas traseras; además, los animales se
lamen las patas antes de rascarse. Es más, la BBS aumenta la frecuencia con la que las ratas
se acicalan la cara (con las patas delanteras) y se lavan el cuerpo ayudándose de la lengua y
¡osdientes. Por último, puede aparecer otro tipo de comportamiento como temblor en las patas
delanteras, estiramientos y sacudidas de cabeza. Este efecto central de la BBS sobre el
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comportamiento no ocurre exclusivamente en la rata, sino que también se ha observado en
ratón, cobaya, conejo y mono (Cowan y cols., 1985). Por otra parte, parece ser que en ratón
y en rata, la BBS aumenta el comportamiento de acicalamiento actuando tanto a nivel espinal
como supraespinal, ya que se ha observado este efecto tanto tras administración intratecal
como icv (Omerek y Cowan, 1984).
Estudios posteriores (E’iggins y Merali, 1989) sugieren la implicación de la DA en el
mcremento de la conducta de acicalamiento inducida por BBS. La administración tanto de un
antagonista D1 (SCFI 23390) como de un antagonista D2 (ETIC) inhibe de forma significativa
este comportamiento. Sin embargo, cuando se combína una dosis fija de ETIC con dosis
crecientes de SCH 23390, se obtiene tma mayor inhibición, lo que sugiere que aunque ambos
receptores son fundamentales para la totalidad de la respuesta, el receptor D1 está más
implicado en la mediación de este tipo de comportamiento que el receptor ~2
7.3. Efecto de GRP/bombesina sobre la percepción del dolor
Pert y cols., (1980) demostraron que la administración de BES en la 501> de la rata
tiene un efecto antinociceptivo, en los tests de la placa caliente y de retirada de la cola; este
efecto no parece estar mediado por receptores ji opiodes, ya que no se bloqueó con naloxona.
Estudios posteriores demuestran que la BBS también posee propiedades antinociceptivas en
ratón, en el test de estiramiento por administración de ácido acético. Dado que los agonistas
x-opioides atenúan de forma selectiva el aumento del comportamiento de rascado inducido
por BBS, es posible que la BBS esté relacionada con las propiedades antinociceptivas de estos
agonistas (Cowan, 1988).
7.4. Efecto de GRP/bombesina sobre la conducta alimentaria
La administración intraperitoneal (íp) de ORE’ o BBS reduce de forma potente y dosis-
dependiente la ingestión de coxniday agua en ratas (Oibbsy cols., 1981; Oibbs, 1985). Efectos
similares se han observado tras la inyección ip de ambos péptidos en ratón o tras
administración iv en monos y humanos (Gibbs, 1985). Asimismo, la administración tanto
central como periférica de BBS es capaz de suprimir el aumento de apetito producido por
estrés (Morleyy Levine, 1981; Morley y cols., 1982). Han sido muchos los estudios que se han
hecho para aclarar el mecanismo por el cual ambos péptidos inducen saciedad. Distintas
lesiones, como adrenalectomia, vagotomia, hipofisectoznia, resección del ganglio celiaco o de
la médula espinal anivel de la sexta vértebra torácica, asi como lesiones en el área postrema
o en el NVM no consiguieron revertir el efecto anorexígeno inducido por BBS. Por otra parte,
la administración icv de BBS también induce saciedad, pero de forma menos marcada que la
administración ip, hecho que sugiere que la BBS no actúa exclusivamente anivel central para
producir este efecto (Oibbs, 1985).
En 1993, Motamediy cols. investigaron con más profundidad el mecanismo por el cual
la BBS induce anorexia. Para ello, y dado que tanto el sistema dopanÁnérgico como el
adrenérgico y el serotoninérgico están implicados en la conducta alimentaria, se estudió el
efecto de la administración de distintos antagonistas sobre el efecto anorexigeno inducida por
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BBS. La administración subcutánea (sc) del antagonista D~ SCH 23390, e ip de los
antagonistas D2 pimozida y sulpiride no revirtió el efecto anorexigeno inducido por BBS. Lo
mismo ocurrió tras la administración ip de fenoxibenzantina y propanolol, bloqueantes de los
receptores uy p-adrenérgicos respectivamente, y del antagonista de los receptores 5-HT1 y 5-
HT.> metergolina. Finalmente, la administración ip del antagonista del receptor de ORP BW
22581389 consiguió revertir el efecto anorexígeno producido por la administración periférica
tanto de ORP como de 13138, pero no el mismo efecto producido tras la administración de
colecistoquinina (CCLQ; este hecho demuestra que la supresión del apetito producida por
péptídos análogos a BBS está mediada a través del receptor de ORE’ (Kirkham y cols., 1994).
Es más, la administración icv del antagonista del receptor de ORE’ ILeu’
3-w--CI-I
0NH-Leu”J
bombesina consiguió revertir completamente este efecto, por lo que el efecto anorexigeno
producido tras la administración ip de [3135 puede ser debido a la interacción con receptores
centrales de ORE. Esta hipótesis parece confirmada por un estudio reciente de Ladenheim y
cols. (1996), en el cual la administración en el cuarto ventrículo de un antagonista del receptor
de ORE suprime el efecto anorexigeno producido por la administración periférica de ORE’, lo
que sugiere que distintas estructuras cerebrales, entre ellas el NTS (iohnstony Merali, 1988)
y ¡a amígdala central y basolateral (Vigh y cols., 1999a y b), pueden estar implicadas en la
supresión del apetito producidapor BBSy/o ORE’. Además, l-lostetlery cok. (1989) observaron
que la supresión del apetito inducida por BBS no está mediada por mecanismos gástricos
inhibitorios o a través de un lugar de acción a nivel del tracto gastrointestinal.
Por otra parte, existen otros sistemas de neurotransmisión implicados en la acción
anorexigena de péptidos análogos a BBS, como son el sistema histaminérgico y el CRFérgico,
ya que agonistas del receptor l~l3 de histamina y antagonistas del receptor de CRE son capaces
de revertir el efecto anorexigeno producido por la administración de BBS en rata (Merali y
Banks, 1994; Plamondony Merali, 1997).
Es importante destacar la función que tiene el receptor de ORE’ y el receptor de
bombesina BBS en el comportamiento anorexigeno inducido por BBS. Se ha observado que
la administración perilérica de BBS a ratones normales suprime de forma dosis-dependiente
la ingestión de glucosa, mientras que en ratones transgénicos que carecen del receptor de ORE
no se observa ninguna variación. Estos datos sugieren que agonistas de este receptor pueden
ser útiles para producir saciedad (Hampton y cols., 1998). Por otra parte, ratones transgénicos
que carecen del receptor BBS desarrollan obesidad asociada a hipertensión y deterioro del
metabolismo de glucosa. Además, estos animales presentan una tasa metabólica reducida y
mayor apetito (Ohki-I-lamazaki y cols., 1997).
Por último, cabe añadir que se han observado modificaciones en los niveles endógenos
de péptidos análogos aBBS en relación a la ingestión de comida, ya que estos niveles son más
altos antes y después de la ingestión de comida, disminuyendo durante la comida (Elamondon
y Meralí, 1994).
7.5. Efecto de GRP/botnbesina sobre la regulación de la temperatura
La administración de ORE o de BBS en el ventrículo lateral cerebral o en la cisterna
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magna de ratas que se encuentran en un entorno cuya temperatura oscila entre 4 y 24~<Z
produce una marcada hipotermia. Sin embargo, estos péptidos no tienen efecto cuando las
ratas se mantienen a temperatura ambiente, y se ha observado que inducen hipertermia
cuando los animales se encuentran temperaturas mayores de 550(3 - Esta hipertermia se
convierte en hipotermia cuando los animales se trasladan a un entorno abajas temperaturas.
Puede decirse que la hipotermia inducida por BBS tiene un comienzo rápido, y es duradera,
reversible y dosis-dependiente (Taché y Brown, 1982).
Es importante destacar que la hipotermia producida por BBS es más pronunciada que
la inducida por otros neuropéptidos como neurotensina o sustancia E’. Además, las dosis
requeridas para producirla son muy bajas -100 ng-, con lo que puede concluirse que la BBS
es una de las sustancias más potentes implicada en el control de la temperatura entre las
conocidas hasta la fecha (Brown y cols., 1977).
La BBS interviene en el control de la temperatura del organismo actuando sobre el
hipotálamo, concretamente en la región preóptica; la inyección de este péptido en otras
regiones del cerebro anterior o medio o por vía iv no produjo ning~in efecto sobre la
temperatura corporal. Por otra parte, la hipotermia producida por BBS no parece estar
mediadapor sistemas dopaminérgicos, catecolaminérgicos o colinérgicos, ya que antagonistas
de estos sistemas, que son capaces de bloquear la hipotermia producida por los
correspondientes agonistas, fueron inefectivos a la hora de bloquear el hipoternÁa inducida
por BBS. Es más, la administración central de DA, NA, carbacol o apomorfina produjo un
efecto hipotérmico 1000 veces menor que el inducido por BBS. Sin embargo, algunos
neuropéptidos como TRH o somatostina, ó antagonistas opiáceos como naloxona si previenen
la acción hipotérmica de BBS, lo que sugiere una posible interacción entre BBS y estos
neuropéptidos (Taché y Brown, 1982).
7.6. Efecto de GRP/bornbesina sobre la regulación del ritmo circadiano
El NSQ, cuya función principal es la regulación del ritmo circadiano, contiene distintas
subpoblaciones de neuronas peptidérgicas, entre las que se encuentran neuronas ORE’érgicas,
además de neuronas que contienen VII’ y EHI. La administración conjunta de los tres
neuropéptidos en hamsters activa además de observarse una activación de estas neuronas en
registros de actividad eléctrica in curo, lo que sugiere la implicación de ORE’ en el control del
ritmo circadiano (Albers y cols., 1991). Por otra parte, el hecho de que la IR-ORP aumente en
el NSQ durante el crecimiento de la rata, unida a la elevación de estos niveles durante el
periodo nocturno en crías de 4 a 20 días demuestra que existen variaciones en el contenido
de OR? en el NSQ debidas al ciclo día/noche (Isobe y Muramatsu, 1995).
Además, existe una variación de los niveles de ORE’ endógeno alo largo del día, siendo




7.7. Efecto de GRP/bombesina sobre la regulación de la glucemia
En 1979, Brown y cols. observaron por primera vez que ¡aadministración en la cisterna
magna de BBS en rataproducia un marcado efecto hiperglucémico. Asimismo se haobservado
que la acción hiperglucémica de BBS es potente y prolongada en el tiempo, y que se produce
mediante un aumento de la secreción adrenomedular de catecolaminas, y no por estimulación
pancreática directa que aumente la secreción de glucagón (Brown y cols., 1979; Ootoh y cols.,
198).
Por otra parte, el eje HHA no parece estar implicado en la hiperglucemia inducida por
BBS, ya que ¡a administración de este neuropéptido a animales a los cuates se les ha
practicado una resección de hipófisis no modifica los niveles de glucemia normales. Es más,
la administración en la cisterna magna de BBS no eleva los niveles plasmáticos de
corticosterona en animales en los que se ha observado una elevación de los niveles
plasmáticos de glucosa y glucagán. Sin embargo, la administración icv de BBS si modificó los
niveles plasmáticos de adrenalina, además de aumentar la glucemia, confirmándose la
hipótesis anterior. El mecanismo de acción más probable seria el siguiente: la adrenalina
podría producir una disminución de insulina y una elevación de glucagón plasmático, lo que
da lugar a una señal que llega al higado, desencadenándose la hiperglucernia (Brown y cois.,
1979).
Sin embargo, el NPV parece ser en parte responsable del efecto hiperglucéniico
inducido por BBS, ya que la inyección de este neuropéptido en rata en esta región cerebral
aumenta los niveles de glucosa plasmáticos, mientras que su administración en otras
regiones, como el hipotálamo lateral o el caudado-putamen no produjo ningún efecto (Ounion
y cols., 1989). El NVM también parece estar implicado en la hiperglucemia producida por
péptídos análogos a BBS, ya que la inyección de BBS en este núcleo hipotalámico aumentó
los niveles plasmáticos de glucosa en la vena hepática (Iguchí y cols., 1984).
Por último, se ha observado que ratones transgénicos que carecen del receptor 3133
presentan un deterioro del metabolismo de glucosa (Ohki-Hamazaki y cols., 1997).
7.8. Efecto de GRP/bonxbesina sobre la contracción del músculo liso
Se ha encontrado inmunorreactividad y receptores de ORE’ en el útero de rata
(Stjernquisty cols., 1986; Anúoty cols., 1993). Esto sugiere la posible implicación de ORP en
la contracción del músculo liso uterino. En efecto, tanto BBS como ORE’ son capaces de
contraer el músculo liso de útero y cérvix de rata (Amioty cols., 1993>, y esta contracción se
ve aumentada en animales que han sido tratados con estrógenos (Stjernquíst y cols., 1986).
Además, ORE’ y BBS contraen la vejiga urinaria tanto en humanos (Delle Fave y cols., 1985;
I-lildebrand y cols., 1991), como en otras especies animales como el cobaya, por un mecanismo
aparentemente directo, mediado a través del receptor de ORP (Rouissi y cols., 1991; Liu y
cols., 1995).
Tanto ORE’ como BBS inducen broncoconstricción por acción directa sobre los
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receptores de ORP presentes en músculo liso bronquial, y por un mecanismo independiente
de receptores adrenérgicos, colinérgicos o dopaminérgicos (Lach y cols., 1993).
Asimismo, la administración central de BBS incrementa las contracciones duodenales
en rata (Porreca y cols., 1988), y su administración periférica produce un efecto
espasmogénico directo sobre el estómago y el esfinter pilórico (Bertacciní e Impicciatore,
1975). Este efecto espasmódico se bloquca por la administración de antiinflamatorios no
esteroidicos y de antagonistas del receptor de ORE, lo que sugiere la implicación de las
prostaglandinas y de los receptores de ORE’ presentes en el estómago en el efecto
espasmogénico inducido por BBS (Impicciatore y cols., 1981; Ladenheim y cols., 19971. Por
otra parte, ORE es capaz de contraer el músculo liso del colon, efecto bloqueado por un
oligonucleótido antisentido de OR? y mediado por el receptor de ORE’localizado en esta región
intestinal (Bitar y Zhu, 1993).
7.9. Efecto de GRP/bombeslna sobre la motilidad gastrointestinal
La administración central de BBS reduce el vaciado gástrico y el tránsito
gastrointestinal en rata (Porreca cols., 1988), efecto que parece estar mediado por la activación
del receptor de CCK-A (Ladenheim y cois., 1999). En ratón, la administración central, tanto
ícv como intratecal, pero no la administración periférica, produce un retraso del tránsito
gastrointestinal a nivel del colon. La transección medular a nivel de la segunda vértebra
torácica revierte los efectos anteriormente mencionados producidos por administración
intratecal, pero no por la administración icv, hecho que sugiere que los péptidos análogos a
BBS pueden afectar la función motora intestinal actuando a nivel cerebral o de la médula
espinal en ratas y ratones. Por otra parte, la actividad de estos péptidos cuando se
administran a nivel supraespinal depende de la integridad del nervio vago y del eje Hl-lA,
mientras que el efecto de estos péptídos cuando se administran anivel espinal depende de la
integridad de las vías ascendentes supraespinales (Porreca y cols., 1988).
Los péptidos análogos a BES también aumentan la presión del esfinter esofágico
inferior y retrasan el vaciado gástrico en humanos (Delle Paye y cols., 1985).
7.10. Efecto de GRP/bombesina sobre la secreción gástrica y pancreática
7. 10. 1. Secreción gástrica
En la rata, ORE aumenta la liberación de gastrina e inhibe la secreción ácida gástrica
(volumen y pH) sólo tras administración central, lo que sugiere que ORP actúa a nivel central
para inhibir la secreción ácida gástrica y que este efecto es independiente de un descenso en
la liberación de gastrina (Taché y cols., 1981a y b). Además, la administración de un
antagonista del receptor de ORE’ reduce pero no es capaz de bloquear la liberación de gastrina
producida por estimulación.vagal(Weigertycols., 1996). Sin embargo, en humanos, ORP eleva
la secreción de gastrina, y pocos minutos después, la secreción ácida gástrica, lo que lleva a
pensar que el aumento en la liberación de gastrina producido tras la administración de ORE
parece ser el responsable del aumento de la secreción ácida gástrica (Knigge y cols., 1984).
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La BBS inhibe la secreción ácida gástrica por un mecanismo independiente de los
sistemas de neurotransmisión serotoninérgicos o catecolarninérgicos, y de hormonas
hipofisarias; sin embargo, la administración periférica de indometacina, un bloqueante de la
síntesis de prostaglandinas, es capaz de atenuar la secreción ácida gástrica inducida por la
administración icv de BBS, por lo que este efecto podria estar mediado a nivel central por la
sintesis de uno o más productos de la cascadadel ácido araquidóníco (Ougliettaycols., 1987).
Además, la administración iv de un anticuerpo monoclonal de BBS es capaz de revertir
la inhibición de la secreción ácida gástrica producida tras la administración iv de BBS. Por
otra parte, el núcleo ambiguo, situado en el cerebro posterior, parece ser el lugar de acción
más probable en el que los péptidos análogos a BBS ejercen su efecto supresor de la secreción
ácida gástrica (Taché y cols., 1988).
Asimismo, tanto ORE’ como BBS estimulan la liberación de pepsinógeno por
mecanismos mediados a través de su receptor que conllevan la movilización de Ca ~
intracelular. (Fioruccí y Mc Arthur, 1990).
710.2. Secreción pancreática exocrina
La administración exógena de péptidos análogos a BBS en rata, además de aumentar
el peso y tamaño del páncreas (Hajriy cols., 1989), eleva la liberación de ainilasapancreática,
tanto in cuco, mediante estimulación vagal (Knuhtsen y cols., 1985), como in ultra (Jensen y
cols., 1978; Scarpignato y cols., 1989).
Por otra parte, ORE’ aumentala secreción de proteinas, jugo pancreático y bicarbonato
apartir del páncreas, efecto mediado en parte por Ach (Holst y cols., 1987), y CCK endógeno
(Hosotani y cols., 1989). Además, la secretina parece regular la liberación de bicarbonato
pancreático inducida por ORE’, pero no en la liberación de proteinas pancreáticas (Olad y cols.,
1994).
7.11. Efecto de GRPlbornbesina sobre la secreción hormonal
711. 1. Secreción hormonal hipoflsaha
a) Prolactina y hormona de crecimiento
En 1978, Riviery cols. describieron por primera vez el efecto de BBS sobre la secreción
de PRLy OH, encontrando que este péptido estimulalaliberación de las dos hormonas in vivo.
Dado que los péptidos opoides están implicados en la liberación de PRL, se estudió el efecto
de la administración de naloxona sobre la estimulación de 01-1 inducida por BBS,
encontrándose que este antagonista de receptores opíoides revierte el efecto, lo que sugiere
un mecanismo de acción mediado por péptidos opioides. Sin embargo, estudios posteriores
muestran resultados muy distintos, ya que en ellos se observa cómo la administración de ORE’
en el ventrículo lateral y en el tercer ventrículo no modifica los niveles plasmáticos de PRL en
ratas macho (Matsushita y cols., 1983) y sin embargo si disminuye la concentración
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plasmática de OH en ratas hembras ovariectomizadas (Kentrotí y Mc Cann, 1985) en
condiciones basales.
Posteriormente, Rentrotí y cols. (1988a) encontraron indicios de la posible función de
ORE’ como regulador endógeno de la secreción de ambas hormonas in vivo, ya que la
administración en el tercer ventrículo de un anticuerpo anti-ORP en ratas hembras
ovariectomizadas produce un aumento en los niveles plasmáticos de PRL y OH. Sin embargo,
estos resultados no se reproducen en experimentos realizados in vitro, ya que antagonistas de
ORE’ no son capaces de modificar los niveles basales de ambas hormonas en disociados de
adenohipófisis (Houbeny Denef, 199 la).
En cuanto al mecanismo de acción de estos dos efectos, cabe destacar que la
administración icv, pero no iv de ORP disminuye el aumento de PRL inducido por el análogo
de met-enk FK33-824, y por el agonista doparninérgico domperidona (Matsushita y cols.,
1983). Más recientemente, Manzanares y cols. (1991) demostraron que la administración de
01W y/o BBS produce un aumento de la actividad dopaminérgica en la EM y en el lóbulo
neural de la hipófisis, hecho que va acompañado de una disminución de PRL plasmática.
Estos estudios sugieren un efecto inhibitorio de ORE’ sobre la liberación de PRL a nivel del
SNC actuando sobre receptores opíoides y estimulando la liberación de DA. Asimismo, la
administración central de BBS en ratas ovariectomizadas inhibe los niveles plasmáticos de
PRL al tiempo que aumenta la actividad del enzima tirosina-hidroxilasa (Babu y Vijayan,
1983). Por otra parte, la administración icv y en el tercer ventrículo de ORE’ o BBS, además de
inhibir la secreción de OH en condiciones basales, como se ha mencionado anteriormente, es
capaz de inhibir el aumento de OH producido por OH-RH (Kentroti y Mc Cann, 1985;
Wakabayashi y coIs., 1985). Por tanto, y dado que la administración de un antagonista
dopaminérgico revierte el efecto inhibidor de ORP sobre la secreción de ambas hormonas, el
mecanismo por el que este neuropéptido inhibe la liberación de PRLyOH es el siguiente: ORE’
podría estimular la liberación de DA a partir de neuronas tuberoinfundibulares, lo que 1)
estimularía la liberación de somatostatina hipotalámica, que a su vez inhibe la liberación de
011 tanto basal como inducida por OH-RH, y 2) alcanza la hipófisis a través del sistemaportal
hipofisario, inhibiendo así la liberación de E’RL a partir de los lactotrofos hipofisarios (Abe y
cols., 1981; Kabayama y cols., 1984; Kentrotí y Mc Cann, 1985; Kentrotí y cols., 1988b;
Manzanaresycols., 1991; Kentrotiy McCann, 1996).
Por otra parte, la administración central de BBS previamente a la exposición de los
animales a una situación de estrés inhibe de forma muy potente la liberación de E’RL por un
mecanismo no mediado por receptores opiáceos, mientras que los niveles plasmáticos de OH
no se modifican (Taché y cols., 1979).
Por último, ORE’ y BBS parecen aumentar la liberación de OH en células
adenohipofisarias de rata (Kentroti y Mc Cann, 1985), bovinas (Bícknefl y Chapman, 1983)
y en células 0H1C1 (Westendorfy Schonbrunn, 1982; Bjoro y cols., 1987) y Ol~l3. Este efecto
está potenciado por estradiol, 5 ct-dihidrotestosterona y dexametasona (1-buhen y Denef,
1990). Sin embargo, los resultados obtenidos en experimentos in vítro sobre la secreción de
¡‘RL son contradictorios, ya que en algunos casos no se observan modificaciones (Matsushita
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y cols., 1983), mientras que otros estudios muestran un efecto estimulador de ORE’ sobre la
liberación de esta hormona, que es potenciado por 5-u-dihidrotestosterona y estradiol e
inhibido por dexametasona (Houben y Denef, 1990). Sin embargo, el hecho de que BBS
apenas tengan efecto sobre OH y PRL cuando es administrada por vía iv en humanos y en
ratas (Morley y cols., 1980; Pontiroli y col., 1980; Oullner y Yajima, 1983), y que ORE’ se
encuentre localizado en áreas cerebrales ricas en neuronas somatostatinérgicas, además de
estimular la liberación de somatostatina a partir de la EM hipotalárnica (Kentrotí y cois.,
1988b) sugiere que ambos péptidos ejercen su acción principalmente anivel hipotalámico y
por el mecanismo antes mencionado. Apesarde ello, existen estudios donde sehaencontrado
que la administración periférica de BBS es capaz de inhibir el aumento de OH inducido por
OH-RH, y de aumentar la secreción de BBS en ratas macho tratadas con estrógenos (E3enitez
y cols., 1990).
b) ACTH
El efecto de BBS y ORE’ sobre la secreción de ACTH se ha estudiado tanto in vivo como
zn ultra, y se detalla en el apartado 9.1.
c) Oonadotropinas
La administración en el tercer ventrículo de BBS en ratas hembras ovariectomizadas
no produjo modificaciones en los niveles plasmáticos de gonadotropinas (Babu y Víjayan,
1983). Sin embargo, estudios posteriores en ratas macho sí detectaron alguna modificación
en los niveles plasmáticos de estas hormonas, como se describe a continuación.
Hormona luteinizante
Laadiministración ícv del antagonistade ORE’ [D-Tpi6-Leu’3-y-CH2NH-Leu”J bombesina
en ratas macho castradas disminuye los niveles plasmáticos de LH. Dado que una posterior
inyección central de ORE’ revierte este efecto, y que la administración de ambos compuestos
por vía iv no modifica la concentración plasmática de LH, puede sugerirse que el mecanismo
por el cual ORE’ afecta la secreción plasmática de LH está mediada a través de su receptor a
nivel central (Pinsky y cols., 1992a). Por el contrario, estos mismos autores no observaron




4] bombesina. Este último resultado está de acuerdo con estudios anteriores
realizados en humanos donde no se observan variaciones de LH en respuesta a infusiones de
BBS (Morley y cols., 1980; Pontiroil y cols., 1980; Pontiroll y Scarpignato, 1986). Aunque
infusiones de BBS en humanos aumentan los niveles de LH en respuesta a LH-RH (Pontiroli
y Scarpignato, 1986); sin embargo, la administración iv del antagonistade ORE’ [D-Tpi6-Leu’3-
y-CH
2NH-Leu”J bombesina en ratas no modifica la liberación de LH inducida por LH-RH
(Pinsky y cols., 1992a). Estos resultados, aparentemente contradictorios, pueden explícarse
teniendo en cuenta que los experimentos se han realizado en especies diferentes y porque las




Por último, cabe destacar que la administración central de BBS previamente a la
exposición de los animales auna situación de estrés no modifica la liberación de LH (Taché
y cols., 1979).
Hormona estimulante del folículo
La administración iv de BBS en humanos no tiene efecto sobre los niveles plasmáticos
de FSH (Morleyy cols., 1980), pero si es capaz de aumentar la liberación de FSH en respuesta
a LH-RH (Pontirolí y Scarpignato, 1986). Sin embargo, en ratas, la ad.ministracíón iv del
antagonista del receptor de ORE’ ~ bombesina en ratas no
modifica la respuesta de FSH a LH-RH, y la administración tanto icv como iv de ORE’ o de su
antagonista no modifica los niveles plasmáticos de FSH (Onllner y Vajima, 1983; Pinski y cols,
1992a). Estos resultados no son contradictorios, teniendo en cuenta que los experimentos se
han realizado en especies diferentes.
d) Oxitocina y arginina-vasopresina
Estudios en rata muestran como la administración de BBS, incluso a dosis elevadas,
no modifican los niveles plasmáticos de oxitocina. Sin embargo, la administración de este
neuropéptido en monos sí parece elevar la secreción neurohipofisaria de AVE’ (Verbalis y cois.,
1988).
e) Tirotropina o TSH
La administración iv de BBS no modifica los niveles plasmáticos de TSH en humanos
(Morley y cols., 1980), pero silos disminuye en respuesta a TR1-{ (E’ontiroli y Scarpignato,
1986); sin embargo, la administración iv, pero no icv, de 01W en rata inhibe la liberación de
TSH (Mitsumaycols., 1985; Krowickiy Sadowska-Krowicka, 1989). Este efecto inhibitorio de
ORE’ sobre la secreción de TSH se ha observado también en estudios in uitro (Moura y cols.,
1999). Por otra parte, ORP inhibe la liberación de TSH inducida por TRH in vivo (l<lrowicki y
Sadowska-Krowicka, 1989) e in vitro, efecto que se revierte tras la administración de un
antagonista de ORE’, lo que sugiere la posible función de ORE’ sobre la regulación hormonal
tiroidea (Santos y cols., 1995).
7.11.2. Otras hormonas
a) Hormonas hípotalámicas
La administración icv de BBS en rata induce la liberación de somatostatina
hípotalámica a la circulación portal hipofisaria, la cual, a su vez, inhibe la liberación de OH
a nivel de la hipófisis (Abe y cols., 1981).
b) Hormonas gastrointestinales
ORE’ juega un papel importante en la regulación hormonal gástrica, intestinal y
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pancreática, debido a su liberación de forma endógena por distintos mecanismos, entre ellos
la estimulación vaga1 y colinérgica (Nishí y cols., 1985). Concretamente, ORE’ regula la
liberación tanto de gastrina, secretada por el estómago, como de CCI< y secretina, liberadas
a nivel intestinal, además de mediar la secreción pancreática exocrina y endocrina.
Oastrína
La administración iv de ORP en humanos y en penos eleva las concentraciones
plasmáticas de gastrina (Mc Donald y cols., 1981; lnoue y cols., 1983; Wood y cols., 1983).
Además, ORE’ eleva la liberación de gastrina en otras especies animales como el gato (Vagne
y cols., 1987)yla rata, tanto tras administración central como periférica (Taché y cois., 1981a
y b~. Es posible que este efecto se produzca por la acción directa de ORE’ sobre células O, ya
que se ha demostrado que la BBS es capaz de aumentar la liberación de gastrina actuando
directamente sobre células antrales O humanas (Squires y cols., 1999).
Los péptídos análogos a BBS estimulan la secreción de gastrina por un mecanismo
mediado a través del nervio vago, ya que la administración de un antagonista del receptor de
ORP redujo la liberación de gastrina producida por estimulación vagal en ratas (Weigert y
cols., 1996). Además, el efecto de ORE’ sobre la secreción de gastrina parece ser sensible al
bloqueo por antagonistas colinérgicos, como se ha demostrado en humanos (Fletcher y cols.,
1983).
Por último, cabe destacar que ORE parece ser uno de los reguladores endógenos de
la liberación de gastrmna, ya que la administración de anticuerpo antí-ORE’ o de un antagonista
del receptor de GRE’ es capaz de bloquear el efecto liberador de gastrina inducido por la
administración exógena de ORE, así como la liberación de gastrina producida tras
estimulación vagal (Talcagi y cols., 1987; Weigert y cols., 1996).
Colecistociuinina
La administración iv de 01W en humanos, penos y ratas eleva las concentraciones
plasmáticas de CCK (Mc Donald y cols., 1981; lnoue y cols., 1983; Wood y cols., 1983; Lewis
y Williams, 1990), presumiblemente actuando sobre el intestino delgado, entre el duodeno y
el yeyuno, e mdependientemente de la inervación vagal del intestino delgado (Lundelí y cols.,
1991). El aumento de CCI< inducido por ORP también se ha observado in viti-o, en perfusión
de duodeno de rata (Nakano y cols., 1988).
Secretina y péntido intestinal vasoactivo
La administración iv de ORE en cerdos anestesiados aumenta la liberación de secretina
(Olad y cols., 1996). Además, ORE es capaz de estimular directamente la secreción de esta
hormona apartir de células productoras de secretina (Chang y cols., 1998). Asimismo, ORE’
y BBS son capaces de elevar las concentraciones plasmáticas de otros péptidos
gastrointestinales, como VII’ en humanos (Ohateí y cols., 1982).
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c) Secreción pancreática endocrina
Insulina y glucaaon
La administración iv de ORP y BBS en humanos eleva los niveles de insulina y
glucagón (Knigge y cols., 1984). Estos resultados contrastan con los encontrados por
Scarpiguato y cols. (1987 y 1988), quienes no observaron modificaciones en los niveles
plasmáticos de insulina tras la administración de BBS en humanos por la misma vía, aunque
sí encontraron que este péptido potencia la acción de la insulina tras la administración de
glucosa. Por otra parte, estudios in vivo revelan que la administración iv del decapéptido
terminal de ORP aumenta la secreción de insulina y glucagón en perro (Mc Donald y cols.,
1981; Kawai y cols., 1988>. Lo n,isxno ocurre tras la administración iv de ORE’ en oveja (Mc
Donald y cols., 1988) y en rata y en ratón, donde, al igual que en humanos, se ha observado
que ORP potencia la respuesta de la insulina sobre la liberación de glucosa (Pettersson y
Abren, 1987 y 1988). El efecto insulínotrópico de ORP también se ha observado en monos
(Figlewicz y cols., 1985).
Estudios itt ultra revelan, al igual que los estudios in vivo, que ORP aumenta la
secreción de insulina y potencia la respuesta de la insulina sobre la liberación de glucosa
(Knuhtsen y cols., 1987; Oregensen y Miren, 1996). Este efecto de potenciación, así como el
mecanismo de acción intracelular por el que se produce, se ha demostrado in ultra (Gregensen
y Abren, 1996). Sin embargo, estudios realizados itt ultra en los resultados han demostrado
que en páncreas aislado de perro ORE’ estimula la liberación de insulina, pero no de glucagón
(Hermansen y Abren, 1990).
Por último, cabe destacar que el aumento de insulinaproducido por péptidos análogos
a BBS parece tener su lugar de acción anivel central, ya que la administración de 13135 en el
NVM o en el hipotálamo lateral aumentó los niveles plasmáticos de insulina y glucagón en la
vena hepática (lguchi y cols., 1984).
Polipéptido pancreático (PP~
La administración iv de ORP aumenta los niveles plasmáticos de PP en peno, oveja y
gato (Mc Donald y cols., 1981; lnoue y cols., 1983; Vagne y cols., 1987; Mc Donaid y cois.,
1988). Este efecto parece estar mediado, al menos en parte, por CdC, ya que la administración
iv del antagonista de CCK L-364,718 en perros fue capaz de inhibir la secreclon de PP
inducida por ORP <Hosotaní y cols., 1989).
Somatostatina pancreática
Estudios in vivo e in ultra realizados en perro muestran como ORE’, o su decapéptido
terminal -ORP- 10- no modifican la secreción de somatostatina (Kawai y cols., 1988;
Hermansen y Ahren, 1990). Sin embargo, en estudios más recientes realizados en
preparaciones dc mucosa gástrica, se ha observado que tanto BBS como ORP estimulan la
liberación de somatostatina actuando directamente sobre células somatostatinérgicas del
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fundus, concretamente sobre células fúndicas D <Schubert y cols., 1991; Schaiffer y cols.,
1997) y sobre el antrum, activando de forma indirecta células somatostatínérgicas por
estimulación de gastrinay activación de neuronas inhibitorias colinérgicas (Schubert y cols.,
1991). Esta estimulación también se ha observado en el hombre, y su mecanismo de acción
parece ser independiente de inervación vagal o coliriérgica (Siovalí y cols., 1990). Sin embargo,
en el cerdo, la estimulación de somatostatina inducida por GRP parece estar mediada por el
nervio vago, ya que la administración de un antagonista de ORP bloquea la liberación vagal
de somatostatina (Holst y cols., 1987).
Asimismo, BBS parece regular el sistema efector del receptor pancreático de
somatostatina, tanto in vivo como in ultra (Alvaro-Alonso y cols., 1999).
d) Hormonas gonadales: testosterona
El hecho de que exista IR-ORP en células neuroendocrinas de la próstata humana (Di
SantAgnese, 1986), en el tracto genital femenino de ratas hembras (Ohatei y cols, 1985) y en
semen humano (Onessi y cols., 1989), sugiere la posible función fisiológica de ORE’ en el
sistema reproductor.
Así, Pinski y cols. (1992a) observaron una disminución de peso de la próstata de
animales tratados con el antagonista de ORP ID-Tpi6-Leu”-w-CH2NH-Leu’
41 bombesina; sin
embargo, los niveles plasmáticos de testosterona no se modificaron tras la administración iv
tanto de ORE’ como de su antagonista.
e) Hormonas tiroideas: triyodotironina (T3) y tiroxina <T4)
La presencia de ORP en células C tiroideas (Sunday y cols., 1988) sugieren su posible
función en la regulación de la secreción hormonal tiroidea; así, la administración sc de BBS
de forma crónica en rata durante 7 días produjo una elevación de peso de laglándula tiroides,
además de elevar la secreción de T3 y T4, lo que implica a los péptidús análogos a BBS en la
regulación de lafunción tiroidea (Malendowicz y Miskowiak, 1990). La elevación de T4 también
se observa en ratón, donde, además, se aprecia un efecto aditivo de ORE’ y TSH sobre la
elevación de T4 (Abren, 1989).
f) Parathormona
El efecto de la administración exógena de 13135 sobre los niveles plasmáticos de
hormona paratiroidea se ha estudiado en humanos, y los resultados son contradictorios.
Mientras Pontiroli y cols. (1980) no observaron variaciones de dicha hormona tras la
administración iv de BBS, un estudio posterior (Ohatei y cols., 1982) demuestra un marcado





El efecto de BBS y ORP sobre la secreción de cortisol y cortícosterona se detalla en el
apartado 9.1.
7.12. Efecto de GRP/bombesina sobre la función cardiaca
El efecto de BBS sobre la presión arterial y la frecuencia cardiaca depende en gran
medida de lavía de admnínistracíónyde la especie animal utilizada. Así, la administración local
de BBS en el NTS disminuye la frecuencia cardiaca y no altera la presión arterial en rata
<Carver-Moore y cols., 1991). En cambio, la administración de BBS en la amígdala aumenta
la presión arterial pero no altera la frecuencia cardiaca en rata (Brown y Oray, 1988), y la
disminuye cuando se administra icv (Fisher y cols., 1985). Estos mismos autores proponen
que el aumento de la presión arterial inducido por BBS se lleva a cabo a través de un
mecanismo u-adrenérgico, probablemente a nivel de la médula adrenal, ya que la
adrenalectomia previene este efecto, mientras que el descenso de la frecuencia cardiaca se
produce, en parte, por un descenso de la inervación simpática y por aumento de la inervación
parasimpática colinérgica del corazón, además de por estimulación vagad cardiaca (Físher y
Brown, 1984; Fisher y cols., 1985). Por otra parte, en un modelo experimental de shock
hípovolémico en rata, la administración iv de BBS consiguió, de forma dosis-dependiente,
restaurar la presión arterial, el pulso y la frecuencia cardíacas (Ouaríni y cols., 1989).
Además, se ha observado que ratones transgénícos que carecen del receptor BB3
desarrollanhipertensión <Ohld-Hamazakiy cols, 19971. Asimismo, se hademostrado laposible
relación existente entre ORE y enfermedades cardiacas crónicas, ya que se ha observado que
individuos con fallo cardiaco crónico presentan niveles circulantes de ORP más bajos que
individuos sanos (Nichollsy cols., 1992).
7.13. Efecto de GRP/bo¡nbesina en procesos de aprendizaje
Flood y cols. demostraron en 1987 que la alimentaciónjusto después del aprendizaje
mcrementa la memoria en un proceso de entrenamiento por evitación de la sacudida de las
patas en ratón. Algunos péptidos gastrointestinales, como CCK, aumentan la memoria en este
tipo de entrenamiento pero su efecto se bloquea por vagotomia. Sin embargo, el efecto de la
alimentación sobre la memoria no se bloquea por resección del nervio vago. Por ello se pensó
que debían existir otros péptídos gastrointestinales que incrementasen el aprendizaje por un
mecanismo independiente del nervio vago. Así se observó que en ratones entrenados en este
tipo de test, la administración íp BBS o ORE’ aumentó el aprendizaje. En el caso de la
administración ícv fueron necesarias dosis mayores que las empleadas por vía ip, lo que
sugiere que tanto ORE’ como BBS actúan en este caso a través de un mecanismo periférico.
Además, estos dos péptidos son capaces de revertir la amnesia inducida por eseopolarnina.
Por otra parte, el efecto inducido por GRP y BBS es tiempo dependiente, es decir, su efecto





Efectos produddos por la adndnistradón exógena depépttdos análogos a bombesina
Efecto de la administración Localización de Localización de receptores
exógena de GRP o bombesina inmunorreactividad a de GRP
bonibesina/GRP
Inhibición de la secieción ácida Tejido gástrico Cerebro
gástrica (efecto ejercido via (Gibbs y Smith, 1988> (Ladenheim y cols., 1992)
SNC; Taché y cola., 1988> Cerebro
(Moodyy cols,, 1981)
Comportamiento (efecto Médula espinal Cerebro
ejercido via SNC y sistema (Panula y cols., 1988> (Ladenheim y cols., 1992)
nervioso periférico (SNE’>:
Incremento en sus hábitos de Cerebro
rascarse y acicalarse; Gmerek (Moody y cols, 1981>
yCowan, 1984)
Descenso de temperatura Cerebro Cerebro
corporal (efecto ejercido vía (Moodyy cols., 1981) (Ladenheim y cols.,1992)
SNC; Brown y cols., 1977>
Disminución de la motilidad Células nerviosas y fibras del Células musculares del
gastrointestinal (efecto ejercido tracto gastrointestinal (Fumes tracto gastrointestinal
vía SNC y SNP; Porreca y cola. y cols., 1988; Porreca y cola., (Moran y cols., 1988>
1988) 1988>
Disminución de la ingestión de Tejido gástrico Cerebro
alimentos (efecto ejercido vía (Cibbs y Smith, 1988) (Ladenheim y cals.,1992>
SNC y SN)’; Gibbs y Smith, Cerebro
1988> (Moody y cola., 1981>
Aumento de la liberación de Nervios estomacales próximos Células O
gastrmna y estimulación del a las células O (Walsh y cois., (Vigna y cola., 1988>
vaciamiento gástrico (efecto 1988; Makbloufy Schubert.,
ejercido vía SNC y SNP; Walsh 1988>
y cols., 1988; Makhlouf y
Shubert, 1988>
Estimulación de la secreción Nervios pancreáticos Acinis pancreáticos
exocrina pancreática (Holst y cola., 1988; Mc (Jensen y cois., 1988a>
(Holst y cola., 1988) Donald y cois,, 1988)
Estimulación de la secrecion
endocrina pancreática (efecto
ejercido vía SNC y SN)’; Mc
Donaid y cols., 1988)
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Efecto de la administración






Aumento de la liberación de Nervios estomacales próximos Células O
hormonas gastrointestinales a las células G (Walsh y cols., (Vigna y cols., 1988)




Hipófisis Hipófisis y lineas celulares
~ Inhibición de OH y PRL in (Larsen y cois., 1989a; Steel y hipofisarias
vivo (l{entrotiy Mc Cann, cols., 1992) (Westendorfy Schonbrunn
1985; Kentrotiy cois., 1988ay 1983; l4ouben y cols., 1994)>
b; Manzanares y cols,, 1991)
~ Aumento PRL y OH in uftro
(Westendorfy Schonbrunn,
1982; Bjoro y cols., 1987;
llouben y Denef, 1990>
er> Aumento ACTH in vivo
(Olsen y cols., 1992> e in vitro
(Haley cols., 1984; Au y cols,,
1997)
Aumento de la liberación de Médula adrenal 2
cortisol y corticosterona (Lemaire y cola, 1986)
(Thomas y Sander, 1985;
Sander y Porter, 1988; Gunion
y cols., 1989; Sander y
Thomas, 1991)
Contracción de músculo liso Músculo liso
(Porreca y cols., 1988> (Sunday y cols., 1988>
Aumento de la liberación de Células C de tiroides (Sunday
hormonas tiroideas (Ahren, y cols., 1988)
1989>
Resumen de los efectos producidos por la administración exógena de GP]’ y/o RES y su relación con la
presencia endógena depéptidos análogos aRES y sus receptores en los tejidos afectados yen el lugar de
acclorr
-: no se ha detectado presencia de inmunorreactividad a GRP y/o receptores. 2: dato desconocido,
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8. Antagonistas del receptor de OR? y sus efectos farmacológicos
Existen dos clases de antagonistas de ORP, peptídicos y no peptidicos.
Los primeros en desarrollarse fueron los antagonistas peptidicos, obtenidos por
modificación de la estructura de ORE o BBS (a excepción de los análogos de sustancia P, que
se obtuvieron por modificaciones de este neuropéptido). Esta modificación estructural se
realizó teniendo en cuenta que el heptapéptido C-terxninal de BBS o ORE’ es el mínimo
fragmento que interactúa con el receptor de ORE y produce actividad biológica (Broccardo y
cols., 1976; Heimbrocky cols., 1988). A pesar deque se han obtenido antagonistas peptidicos
competitivos y con gran afinidad por el receptor de GRP, éstos presentan inconvenientes
importantes: en primer lugar, son poco estables, ya que se degradan fácilmente por peptidasas
presentes en el tracto gastrointestinal, en la sangre, y en otros tejidos. Esto implica que la
duración de su acción sea corta. Este inconveniente, unido a que el transporte de estos
análogos desde el tracto gastrointestinal hacia la sangre es bastante pobre, hace que sean
poco activos por vía oral, porto que en la mayoría de los casos la forma de administración más
recomendable es vía icv; además, son hidrosolubles, lo que impide su paso a través de la
barrera hematoencefálica, y se excretan de forma rápida por el hígado y el riñón (Veber y
Freidinger, 1985). Por último, estos análogos frecuentemente presentan propiedades
agonistas, lo que limita su uso terapéutico y en investigación.
Por ello, en los últimos años el desarrollo de nuevos antagonistas se ha centrado en
la síntesis de análogos no peptidicos, metabólicamente estables, activos por vía oral y capaces
de atravesar la barrera hematoencefálica. Estos análogos se han desarrollado siguiendo dos
lineas de investigación: en primer lugar, se han obtenido gracias a estrategias de diseño
racional de fármacos. En segundo lugar, se ha procedido al ensayo de un gran número de
compuestos mediante diferentes ensayos biológicos, entre ellos el procedimiento de unión de
radioligandos (Betancur y cols., 1997).
8.1. Antagonistas peptidicos
Existen principalmente tres clases de antagonistas peptidicos del receptor de ORP
(Jenseny Coy, 1991):
8. 1. 1. Antagonistas peptídicos de clase 1
Está formadapor análogos de la sustancia E’ sustituidos por D-amínoácidosy su acción
fue descrita por primera vez por Jensen y cols. (1984a), al observar que un antagonista de
sustancia E’ era capaz de inihibir la secreción enzimátíca inducida por BBS en células acinares
pancreáticas de cobaya. Posteriormente se observó que estos derivados eran capaces de
bloquear distintas respuestas producidas por péptidos análogos a BBS, como se describe en
la tabla 10, además de inhibir la unión de tigandos radiactivos de HES al receptor de ORE
(Houben y Denef, 199 ib; Jensen y Coy, 1991).
Los principales antagonistas de este grupo y más utilizados en investigación son [E>-
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Mg’, D-Trp7tLeu”J-SE’ o espántida, [O-Mg’, D-Pro’, D-Trp7-tLeu”J-SPy [D-Mg’, D-Phe’, O-
Trp7tLeufl-SE’, cuya ICSO (concentración que causa el 50% de inhibición de la secreción
enzimática de BES en acinares pancreáticos de cobaya o el S0</o de la incorporación de [H’]
timidína en células Swiss 3T3) se encuentra en el rango micromolar (Jensen y cols., 1 984a y
b, Corpsy cols., 1985>.
Por otro lado, y como se observa en la tabla 10, estos antagonistas son capaces de
bloquear, en la mayoría de los casos, los efectos producidos in vivo por la administración
exógena de BBS (Pappasycols., 1985>.
Sus principales inconvenientes son su baja potencia ya que sólo son efectivos en el
rango micromolar, y su falta de selectividad por el receptor de ORE’ (l-louben y Denef, 199 ib>,
ya que además de ser antagonistas de este receptor, se comportan como antagonistas de
sustanciaE’ (Jenseny cols., 1988b; Coyy cols., 19881. Es más, [O-Mg’, O-Trp’9,Leu”~-SP o
espántida es tóxico cuando se administra en el SNC a partir de 0,5 pg, pudiendo causar la
muerte (Yacbnis y cois., 1984). Es importante destacar también la actividad agonista parcial
de estos compuestos en algunos estudios (Merali y cols., 1988a; Campos y cols., 1989),
aunque no en otros (Jensen y cois., 1984b; Corps y cols., 1985). La variabilidad de los
resultados obtenidos también se refleja en el hecho de que su efecto sobre la estimulación de
la liberación de gastrina inducida por BBS depende del tipo de ensayo y de antagonista
utilizado (Oiraud y cols., 1987b; Holst y cols., 1987; Campos y cols., 1989).
La utilización de esta clase de antagonistas en distintos estudios ha revelado la posible
intervención de péptidos análogos a BES en la regulación endógena de la secreción gástrica
(Makhlouf y Schubert, 1988> y pancreática (Holst y cols., 1989>.
8.1.2. Antagonistas peptidicos de clase it
La constituyen análogos de BBS en los que el an-iinoácido histidina (His) de la posición
12 ha sido sustituido por O-aminoácidos.
En 1975, Broccardo y cols. destacaron la importancia del aminoácido triptófano (Trp)
en posición 8 y de His en posición 12 para la actividad biológica de la BBS. Estudios
posteriores (Heinz-Erían y cols., 1987; Saeed y cols., 1989) en los que se sintetizaron más de
100 análogos con diferentes sustituciones de aminoácidos por O-aminoácidos sugirieron que
tanto estas dos posiciones como la estereoespedilicidad son fundamentales para determinar
la actividad agonista o antagonista de un compuesto, y que la hidrofobícidad de un
aminoácido es determinante para la afinidad a su receptor. Así, compuestos en los que el
aminoácido His de la posición 12 se ha sustituido por D-Phe, D-p-clorofenilalanina y O-
Tirosina (D-Tyr) se comportan como antagonistas, siendo el análogo [O-Phe’>, Leu’11
bombesina el que presenta una mayor afinidad. Sustituciones adicionales de otros
aminoácidos mejoraron la afinidad 3 veces, siendo el análogo 1D~PheC~j bombesina el que
presenta mayor afinidad (Saeed y cols., 1989). Otros antagonistas de este grupo son [D-Phe’2>
bombesina y [Tyr4, D-Phe”] bombesina. Todos ellos presentan una lC~ de 4 pM y no
presentan actividad agonista a dosis mayores de 30 pM en células acinares pancreáticas de
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cobaya (Heinz-Erian y cols., 1987; Saeedy cols., 1989). En cuanto asu afinidad por el receptor
de ORP, es comparable a la de los análogos de sustancia P o ligeramente superior.
Al contrario que los análogos de sustancia P, estos antagonistas son efectivos a nivel
del SNC y no producen toxicidad in vivo (Merali y cois., 1988ay b>. Además, son más selectivos
que los anteriores, aunque en algunos tejidos presentan afinidad por el receptor de sustancia
P (Heinz-Erian y cols., 1987; Meralí y cols., 1988a> -Aun así, presentan inconvenientes, como
su poca potencia (son sólo efectivos en rango micromolar), y baja solubilidad en agua, por lo
que en general son poco útiles en estudios in vivo.
8.1.3. Antagonistas pepftdicos de clase lii
Está formada por análogos de BBS en los que el grupo (CO-NH) de la unión entre
ammoácidos se ha reducido a CH
2NH (unión entre aminoácidos de tipo w) o a CH2O.
Dentro de este grupo destacan dos antagonistas por su selectividad y competitividad
a nivel del receptor de ORP:
(Leu’
3-ui-CH.NH-Leu’41 bombesína
Este análogo presenta dos modificaciones estructurales con respecto a la BBS, péptido
del que procede: por un lado la unión entre los aminoácidos 13 y 14 -CONI-l- se ha reducido
a -CH
2NH-. Por otra parte, el aminoácido Met de la posición 14 se ha sustituido por Leu.
Este antagonista está descrito como altamente especifico y competitivo sobre el
receptor de GRP (Severi y cols., 1989>. Presenta una afinidad 100 veces mayor que la descrita
para los análogos de sustancia E’ sustituidos por O-aminoácidos y para los análogos de [O-
Phe’
2] bombesina (Coy y cols., 1988) y además es soluble en agua. Se comporta como
antagonista in vivo, ya que inhibe la liberación de gastrina y el incremento de la motilidad
gástrica y secreción ácida gástrica inducido por BBS (Rossowsky y cols., 1989; Holst y cols.,
1990). Entre sus efectos endocrinos destaca su capacidad para bloquear el aumento de E’RL
inducido por estrógenos (Mal y E’an, 1993). Asimismo se ha demostrado su capacidad
antagonista al vitro, al inhibir la secreción enzimática en células acinares pancreáticas y la
mcorporación de l-l’-tinúdina y el crecimiento autocrino en células Swiss 3T3 y SCLC (Coy y
cols., 1988 y 1989).
Se desconoce el mecanismo por el cual este compuesto se comporta como antagonista.
Se ha sugerido que debido a que la BBS tiene una hélice I~ entre los aminoácidos valina (Val>
de la posición 10 y Leu de la posición 13, podría formarse un enlace por puentes de hidrógeno
entre estos dos aminoácidos, al igual que se ha visto en análogos de somatostatina o de LH-RH
(Rivíer y Brown, 1978; Coy y cols., 1988), aunque esta hipótesis no es totalmente aceptada
(Eme y Schwyzer, 1987).
Este péptido ha servido como base para el desarrollo de otros análogos cte menor
número de aminoácidos cuya sintesís es más sencilla y presentan mayor potencia que el
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anterior; además, al reducirse la secuencía de aminoácidos se reduce también el número de
sitios posibles de ataque para las proteasas y por tanto las posibilidades de degradación del
péptido (Coy y cols., 1989 y 1990). Estudios posteriores demostraron, al igual que en los
antagonistas de clase II, que la sustitución por O-aminoácidos en estos análogos de cadena
corta se traduce en un incremento de su potencia. Un ejemplo de este tipo de antagonistas
es [D-Phe6-Leu’’-w-CH2NI-l-Leu’
41 bombesina
0,4, del que se conoce su actividad in vitre, pero
no in vivo (Coy y cols., 1989).
~ bombesina (RC-30951
:
Este análogo presenta una modificación adicional con respecto al péptido anterior: la
introducción del análogo de D-Trp, O-Tpi, en la posición 6 en lugar del aminoácido arginina
(Asn). Es un antagonista altamente específico y competitivo a nivel del receptor de 01W, capaz
de bloquear la liberación de ainilasa apartir de células acinares pancreáticas de rata (Jaworek
y cols., 1992) y la secreción de gastrina, glucagón y LH, y además de la supresión de OH
inducida por ORE’ (E’inski y cols., 1992ay b>. Por otra parte, existen múltiples estudios en los
que se describen las propiedades antitumorales de este compuesto, ya que es capaz de inhibir
el crecimiento celular de distintos tumores humanos (Radulovic y cols., 1991; Milovanovic y
cols., 1992; Vano y cols., 1992; Pinski y cols., 1993; Pinski y cols., 1994 a y b; Qín y cols.,
1994ay b; Radulovic y cols., 1994; Shirahige y cols., 1994; Qin y cols., 1995> y de rata (Piriskí
y cols., 1994c).
Por último, y dentro de la clase III de antagonistas, parece ser que los análogos en los
que la unión peptídica CO-NH se ha sustituido por C%O presentan incluso mayor afinidad
que los anteriores. Entre ellos cabe destacar Ac-[wCH2O 25-26> ORE’20 24Saari y cols., 1989).
8.1.4. Otros antagonistas peptidices
Debido a que [Leu’
1-y-CH
2NH-Leu’
4J bombesina presenta actividad agonista en
algunas ocasiones, se planteó la búsqueda de nuevos antagonistas con mayor afinidad sobre
el receptor de ORE’.
Una primera aproximación consistió en la modificación del extremo carboxílo terminal
de ORE’, obteniéndose como resultando análogos desmetilados o alquilamídados (tabla 11,
compuestos 1-11/; Coy y cols., 1989; Heímbrock y cols., 1989; Saari y cols., 1989) con capacidad
antagonistaen células pancreáticas acinaresy células Swiss 3T3. Esta modificación indícaque
el extremo carboxilo terminal de 01W/BBS es importante para activar el receptor de ORP e
iniciar la respuesta biológica, pero no es determinante para la unión del compuesto al receptor
(Houbeny Denef, 1991b). La introducción de O-E’he en posición 6 en estos péptidos mejora
la capacidad antagonista; esta última modificación, unida a la sustitución del extremo
carboxilo terminal por un residuo alquilamida aumenta la afinidad del compuesto por el
receptor. Así surgen (O- Phe6) bombesina
6.1 .~ propila¡niday (D-Tyr
0> bombesina
6 ., propilamida
(Coy y cols., 1989), que presentan una potencia ligeramente superior a la de los antagonistas
de clase III. Este último antagonista es capaz de inhibir la liberación de ACTH inducida por
CRE y potenciada por BBS en células adenohipofisarias ovinas (Au y cols., 1997).
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De forma paralela al desarrollo de estos compuestos, Heimbrook y cols., d9S9)
encontraron que la supresión del aminoácido Met en posición 27 de ORP y/o la sustitución
del extremo carboxio terminal por un residuo N-acetilado daba como resultado compuestos
con actividad antagonista (tabla 11, compuesta II). Estos compuestos resultaron ser
antagonistas capaces de inhibir la liberación de insulina y glucagón inducida por ORP en
ratón (Karlsson y Abren, 1990>. A partir de N-acetil ORE’ 2020 amida, se obtuvieron distintos
análogos que resultaron ser más potentes que [Leu’3-tp-CH2NH-Leu’
4J bombesina, gracias a
la sustitución del aminoácido Met del extremo carboxílo terminal por Leu y reemplazando la
última unión peptidica por una unión eter (tabla 11, compuesto VL Saari y cols., 1989>. La
inclusión de un grupo carbamoilo en este último compuesto dio como resultado un
antagonista más potente que el anterior (Saari y cols., 1989). Por otro lado, a partir de los
análogos desmetilados en posición 27, y por adición de grupos dadores de electrones como
hidrazidas (tabla 11, compuesto VII; Cambie y cols,, 1989; Heimbrock y cols., 1989; Wang y
cols., 1990), ésteres (tabla 11, compuesto VIII y IX; Heimbrock y cols., 1989; Wang y cois.,
1990), o grupos alquil amida, se obtuvieron potentes antagonistas. Concretamente, (O-Phe”)
bombesina
6.,3 metil ester es capaz de inbibir la secreción de amilasa inducida por ORE’ en rata
(Vargaycols., 1991; Coyycols., 1992), asi como laliberacióndeinsulinatanto basal como
inducidapor BBS en rata (Vargay cois., 1994>, lo que sugiere que los péptidos análogos aBBS
regulan de forma endógena la liberación de insulina.
Otro grupo de antagonistas se obtuvo partiendo de N-acetil ORE’ 2026 amida, sustituyendo su
extremo terminal por un residuo etil eter o alquil amida. Los compuestos con residuo alquil
amida resultaron ser más potentes (Houben y Denef, 199 Ib).
En 1993 y 1994, Leban y cols. desarrollaron otro grupo de antagonistas del receptor
de ORE’ por introducción de un grupo D-Pro-ip[CH2NI-l)Phe-NH2 en el extremo C-terminal y/o
residuos aromáticos en el extremo N-terminal (tabla II, compuesto 1(3, que resultaron ser
potentes antagonistas.
De forma paralela a este grupo, Caí y cois. (1994) sintetizaron otra serie de análogos
introduciendo en el extremo C-terminal un grupo Leu-tp(CH2-N)Tac-NH2 o un derivado de este
grupo, siendo Tac un análogo del aminoácido Cys. Estos análogos resultaron ser potentes
antagonistas, al ser capaces de desplazar la unión del radioligando [1‘
25-Tyr4] BBS de su unión
al receptor en concentraciones <0,00 1 nM e inhibir el crecimiento celular en distintas lineas
celulares tumorales (tabla 11, compuesto XI).
Asimismo, destacan dentro de los antagonistas peptídicos una serie de análogos
desarrollados por Edwards y cois. en 1994, en los que la introducción del grupo
IPhetswICH
2SlLeu
34] en la secuencia peptidica de BBS da como resultado potentes
antagonistas ps dopeptídicos activos en el rango nanomolar y capaces de inhibir el aumento
del recambio de fosfoinosítidos en páncreas de ratón inducido por BBS (tabla 11, compuesto
XII). Por otra parte, los análogos sintetizados más recientemente se han obtenido incluyendo
un residuo hidroxiarnida en el extremo carboxilo-terininal (Oeviny cols., 1999), o sustituyendo
el aminoácido Leu de la posición 13 por un residuo estatil, o por un residuo con un grupo
hidroxilo en lugar del grupo carbonilo, lo que da lugar a antagonistas activos en el rango
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nanomolar (Llinares y cols., 1999).
TABLA 11
?rindpales antagonistas peptídicos de GRP
Clase 1: Análogos de Sustanda P
sustituidos por D-aminoácidos
[D-Arg’, D-Trp’9,Leu”I-SP o espántida
!D-AI-g’, D-Pra 2 D-Trp79,Leu”l-SP
jD-Arg’, D-Pbe5, D-Trp79,Leu”j-SP





Clase Dl: Análogos de BBS COfl
unión peptidica redudda











4j bombesina o RO-
3095





(II) Bombesina 6.3 NH2
(111> Bombesina,~ ~ etilaznida
(IV> (D-Pbe
6> Bombesina ~, propilamida
(D-Tyr6> Bombesina 63 propilamida




(VII> (D-E’he6> BBN 63 bidrazida
(VIII> (D-Pbe0> BEN 63 raetil ester/etil aster










8.2. Antagonistas no peptídicos
Los primeros antagonistas no peptídicos del receptor de ORP fueron sintetizados por
Valentine y cols. en 1992. Estos dos compuestos, CE’-70,030 y CP-75,998 ¿figura 11,
compu estos a y b) fueron identificados como antagonistas del receptor de ORP mediante
ensayo de unión de radioligandos, ya que ambos, en concentraciones del rango micromolar
fueron capaces de desplazar el radioligando 25l~O1W de la unión a su receptor en cerebro de
rata. Estos compuestos demostraron capacidad antagonista al inhibir el recambio de
fosfoinosítidos inducido por BBS, aunque fueron incapaces de desplazar el radioligando
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anteriormente mencionado de su unión al receptor de ORP en células SCLC.
En 1995, Miharay cols. obtuvieron dos nuevos antagonistas no peptidicos del receptor
de ORE’, llamados Kuwanon Gy H (figura 11 qt a partir del extracto metabólico de la especie
de morera Monis Bombycis. Kuwanon H demostró ser más potente que I{uwanon O, y su
capacidad antagonista quedó de manifiesto al desplazar, en concentraciones del rango
nanomolar, el radioligando 2sl~ORE’ de la unión a su receptor, e inhibir el aumento de














Kuwanon H : R =
PD-176252
Recientemente se ha desarrollado un nuevo antagonista del receptor de 01W, llamado
PO 176252 (figura lid), descrito como competitivo y con gran afinidad por el receptor de ORE’












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































9. GRP y el eje hipotálamo-hipófisis-adrenal
9.1. Regulación de la secreción hormonal del eje hipotélamo-hipóflsis-adrenal por GRP
La distribución anatómica de ORE’ en el eje HHA, como se ha descrito en el apartado
3, y el efecto de ORE’ y péptídos análogos sobre la secreción hormonal hípofisaria, como se ha
descrito en el apartado 7.11.1., sugieren la participación de este neuropéptido en la regulación
del eje HHA.
Thomas y Sander en 1985 describen por primera vez el efecto de la BBS sobre la
secreción de ACTH y cortisol en peno. Este estudio muestra cómo la administración iv de BBS
eleva los niveles plasmáticos de ambas hormonas, resultados que se repiten posteriormente
tras administración iv de ORE’ e ip de BBS en rata (Sander y Poder, 1988; Sander y Thomas,
1991). Por otra parte, estos datos están de acuerdo con los obtenidos en humanos (Knigge y
cols., 1987), donde la administración iv de ORP eleva de forma marcaday duradera los niveles
de ACTH y cortisol, y los valores obtenidos son similares a los observados tras administración
iv de CRE (Orth y cols. 1983). Sin embargo, las dosis utilizadas en estos experimentos son
relativamente altas, hecho que sugiere que ORE’ puede aumentar la liberación de ACTH y
corticosterona actuando a nivel central, y de aquí las altas dosis requeridas, necesarias para
evitar que el péptido se degrade y pueda atravesar la barrera hematoencefálica, ejerciendo así
su efecto sobre el cerebro.
Aunque algunos autores no han observado modificaciones de los niveles plasmáticos
de cortícosterona tras administración de BBS en la cisterna magna (Brown y cols, 1979),
estudios más recientes demuestran como la administración icv de ORE’ o la administración en
el tercer ventrículo de BBS a dosis relativamente bajas aumenta las concentraciones
plasmáticas de ACTH y corticosterona en rata (Ouníon y cols., 1989; Olsen y cols., 1992;
Merali y cols., 1994). En humanos, la administración iv de ORP eleva los niveles plasmáticos
de ACTH y cortisol (Knigge y cok., 1987>. Estos estudios sugieren la posible mediación de
otros secretagogos de ACTH como CRF y/o AVE’ en el efecto estimulatorio de ORE’ sobre la
secreción de ambas hormonas; sin embargo, estos autores no profundizan en algunos
aspectos, como son las dosis y los tiempos a los que ORP ejerce su efecto, así como el
mecarusmo de acción y el lugar exacto del eje HHA sobre el que ORE’ puede ejercer su acción,
y su función en la regulación de estas hormonas en situación basal y de estrés. Todos estos
aspectos son abordados en la presente tesis doctoral.
Asimismo, existen bastantes estudios in ultro sobre la influencia de ORE’ en la
liberación de ACTH. Aunque algunos autores nieganque este neuropéptido tengaalgún efecto
sobre la liberación de esta hormona tanto en disociados de adenohipófisís (Watabane y Orth,
1988) como en la linea celular AtT2O (Westendorf y Schonbrun.n, 1982), la mayoría de los
estudios realizados hasta la fecha muestran como ORE’ y BBS son capaces de estimular la
liberación de ACTH en disociados de adenobipófisis. Además, ambos péptidos potencian la
liberación de ACTH inducida por CRE (Hale y cols., 1984; Auy cols., 1997). Esta potenciación,
que se consigue con concentraciones de ORE’ similares a las encontradas en el sistema portal
hípofisario ovino (Oíraud y cols., 1990), depende tanto de laactívación del receptor de ORE’ (Au
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y cols., 1997) como de la presencia de glucocorticoides (Familiari y cols., 1988>, y puede
explicarse por la co-activación de dos cascadas de segundos mensajeros diferentes (Au y cols.,
1997), laacopladaaproteína-quinasaA(PKA), por la que CRF aumenta laliberación de ACTH
(King y Baertscbi, 1990), y la acoplada a NCC, por la que parece que ORE’ ejerce la mayoría de
sus funciones (Ejoro y cols., 1987; Muir y Murray, 1987).
Por otra parte, ORE’ no parece regular de forma tónica la liberación de ACTH en
hipófisis, ya que la administración de un antagonista no modifica la secreción de esta
hormona (Houben y Denef, 1991 a).
9.2. GRP y su implicación en procesos de ansiedad y estrés
Como se ha mencionado anteriormente, la respuesta al estrés se caracteriza por una
activación conjunta del eje HHA y de la división simpática del sistema nervioso autónomo.
Esta activación también se observa en procesos de ansiedad y depresión. Distintos estudios
sugieren la implicación de CRE en la respuesta al estrés, ya que su administración centrad
aumenta los niveles plasmáticos de ACTH (Vale y cols., 1981; Rivier y cols., 1982a) y la
administración tanto de un anticuerpo como de un antagonista de su receptor bloquea el
aumento de ACTH y corticosterona inducido por estrés (Linton y cols., 1985; Ono y cols.,
1985b; Arnold y cols., 1992). Por otra parte, ORP produce efectos endocrinos autonómicos y
comportamentales similares a los producidos por CRE, lo que unido asu distribución regional,
podría sugerir su mediación en procesos de estrés.
Taché y cols. (1979) observaron que la administración central de BBS no modifica el
aumento de corticosterona producido tras someter a los animales a una situación de estrés
por frío y por restricción de movimientos. Aunque este estudio no parece implicar a los
péptídos análogos aBBS en la mediación de la respuesta al estrés, estudios más recientes si
apuntan a este hecho. Según Malendowicz y Nussdorfer (1995) la administración sc de 1385
aumenta la secreción de ACTH y corticosterona en animales que han sido sometidos aestrés
por frío. Más recientemente, Kent y cols. (1998) han observado un aumento de
inmunorreactividad a BBS en el hipotálamo tras someter a los animales a 10 y 30 mm de
estrés por restricción de movimentos, y un aumento en la densidad de receptores de ORE’ tras
120 mlxi de estrés en el NE’V, ARC y NTS. Además, las variaciones en el contenido de CRE y
péptidos análogos a BBS producidas por estrés en distintas regiones cerebrales es diferente
según se utilicen razas de ratones reactivas o resistentes al estrés (Anisman y cols., 1998).
También se ha observado que el estrés por exposición de las ratas a un depredador modifica
el contenido de ORE’ en distintas regiones cerebrales relacionadas con el eje HHA, como son
diversas estructuras limbicas y zonas discretas del tallo cerebral (Adarnec y cois., 1998). Por
otra parte, el estrés por restricción de movimientos aumentala liberación de péptidos análogos
aBBS en la EM hipotalámica y el núcleo central de la amígdala, región cerebral implicada en
el comportamiento emocional (Kent y cols., 1997; Merali y cols., 1998). Este último estudio
muestra como el aumento en la liberación de péptidos análogos a BBS en el núcleo central
de la amígdala que se produce tras someter a los animales a estrés es menor que el aumento
en la liberación de CRE, pero más sostenido en el tiempo, hecho que sugiere que estos
péptidos pueden contribuir al mantenimiento de los cambios emocionales que se producen
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tras una situación de estrés.
Existen además distintos estudios sobre la función de los péptidos análogos a BBS en
procesos de ansiedad y depresión. Aunque no se han observado modificaciones en los niveles
plasmáticos de péptidos análogos a BBS en pacientes con ansiedad y depresión (Saiz Ruiz y
cols., 1992), estudios más recientes en animales de experimentación apuntan a la posible
implicación de estos péptidos en procesos de ansiedad, ya que el tratamiento con un
oligonucleótido antisentído del ARNm de ORE’ (administrado vía ícv) en ratas mostró tener
propiedades ansiotiticas, tanto en el test del laberinto elevado en cruz, como en el laberinto
oval en forma de túnel (Plamondon y cols., 1996).
III. La serotonina coma neurotransmisor del sistema
nervioso central y regulador del eje hipotálamo-hipófisis-
adrenal
A finales del siglo XIX, Stevens y Lee (1884) y Brodie (1900) demostraron por primera
vez la existencia de una sustancia endógena vasoconstrictora. Observaron que el suero
obtenido por coagulación era capaz de aumentar el tono vascular. Treinta años más tarde,
Vialli y Erspamer (1933) caracterizaron una sustancía vasoconstrictora encontrada en altas
concentraciones en células cromafines de la mucosa intestinal. A la sustancia aislada en
sangre se la denominó “serotonina”, mientras que a la asilada en el tracto gastrointestinal se
le llamó “enteramína. La serotonnia fue identificada como 5-hidroxitríptamina (5-HT) y se
comprobó que era idéntica a la llamada “enteramína”. En 1951, Hanilin y Físcher la sintetizan.
Pocos años más tarde se describió su presencia en cerebro y su distribución fue detallada en
1964 por Dahlstrom y Fuxe mediante técnicas de histofluorescencia. En el cuerpo humano
adulto la 5-1-IT se encuentra principalmente en las células enterocromafones del tracto
gastrointestinal, en plaquetas y en el SNC. También se ha detectado 5-HT en mastocitos de
otras especies. Al tratarse de una molécula que no puede atravesar la barrera
hematoencefálica, la totalidad de la 5-HT presente en el SNC se sintetiza in situ.
La importancia de la 5-HT hoy en dia radíca, entre otras cosas, en su implicación en
distintos tipos de alteraciones psiquiátricas como son la ansiedad, la depresión, la agresividad,
el pánico, el trastorno obsesivo-compulsivo, la esquizofrenia, las tendencias suicidas y el
autismo. También está implicada en enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson
y Corea de Huntington), migraña, emesís y adicción a drogas como el alcoholismo.
1. Biosíntesis, almacenamiento, liberación, degradación y recaptación de
la serotonina
1’1’ Biosíntesis
El primer paso de la biosintesís de 5-HT es el transporte a través de la barrera
hematoencefálica del aminoácido precursor L-Trp, punto de partida de la sintesis.
-78-
Introducción
El Trp plasmático procede principalmente de la dieta, por lo que la eliminación de este
aminoácido como componente alimentario puede disminuir drásticarnente los niveles
cerebrales de S-HT. Este aminoácido atraviesa la barrera hematoencefálica por transporte
activo. Los niveles de Trp en plasma presentan un ritmo circadiano, que influye en la
proporción y síntesis de 5-HT en el cerebro.
El siguiente paso en la síntesis de 5-HT es la hidroxilación del L-Trp a 5-
hidroxitriptófano <5-HTPJ por el enzima L-triptófano-5-monooxidasa, conocida generalmente
como triptófano bidroxilasa. Este enzima únicamente se encuentra en células que sintetizan
5-HT. La triptófano bidroxilasa es el enzima limitante en la sintesis de la 5-HT. No se satura
por el sustrato, por lo que la formación de 5-HT en el cerebro está directamente ligada a la
disponibilidad de Trp.
A continuación, el 5-HTP es decarboxilado por la L-aminoácido descarboxilasay forma
5-hidroxitriptamina o 5-HT. La descarboxilación del S-HTP es casi tan rápida como su sintesis,
por lo que para su detección en cerebro es necesario bloquear el enzima. Este enzima no se
encuentra exclusivamente en neuronas serotoninérgicas, ya que se ha detectado también en
neuronas catecolatuinérgicas (figura 12).
FIGURA 12
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1.2. Almacenamiento y liberación
La 5-HT sintetizada se álmacena principalmente en vesículas y se libera por
mecanismos de exocitosis. En algunos aspectos las vesículas que almacenan 5-HT se
asemejan a las vesículas que almacenan catecolaminas. Por ejemplo, fármacos como la
reserpina y la tetrabenazina, que actúan inhibiendo la actividad del transportador de la
membranavesicular, reducen los niveles cerebrales tanto de 5-HT como de catecolaminas. Por
otra parte, las vesículas de almacenamiento de 5-1-IT se diferencian de las de catecolamiznas
en que no contienen ATE’.
La proporción de 5-HT liberada depende de la magnitud de la descarga en los cuerpos
celulares serotoninérgicos. Numerosos estudios han sugerido que los procesos que estimulan
la descarga de neuronas serotonínérgicas aumentan la liberación de 5-HT en las áreas de
proyección, mientras que procesos que la reducen, disminuyen la liberación de 5-HT. Por lo
tanto, aquellos fármacos que modifican la descarga en los cuerpos celulares de neuronas
serotoninérgicas también modifican la liberación de 5-HT. Este tipo de fármacos actúa sobre
los autoi-receptores somatodendríticos que son receptores del subtipo 5-1-IT,,,. La
administración de agonistas de este receptor como la 8-hidroxi-(dipropilarnino)tetralina u 8-
OH-DPAT en el núcleo dorsal del rojEe disminuye la descarga en los cuerpos celulares de las
neuronas serotoninérgicas. Por otra parte, estudios realizados con técnicas de microdiálisís
In nitro han observado que la administración de agonistas de autorreceptores de los terminales
serotoninérgicos, como los 5-HT’0, también disminuye la liberación de 5-HT (Hjorth y Tao,
199 1).
1.3. Recaptación
El sistema de transporte para 5-HT está localizado en las terminaciones, soma y
dendritas de las neuronas serotoniinérgicas. De este modo, estudios de lesiones de neuronas
serotoninérgicas han detectado una marcada reducción del transportador de 5-HT. Por otra
parte, las células gliales también son capaces de captar 5-1-IT por una proteína transportadora
muy similar al transportador de las neuronas serotoninérgicas.
El sistema de recaptación de 5-HT es saturable. Larecaptaciónde 5-HT es un proceso
activo dependiente de la temperatura y de las concentraciones extracelulares de Na~ y C1 en
el que además interviene una ATE’asa dependiente de Na/K
t. Existe un grupo de fármacos
antidepresivos que actúan inhibiendo selectivamente el transportador de 5-1-IT, son los
denominados inhibidores selectivos de la recaptación de serotonina (ISRS) como la fluoxetina
y la paroxetína. Se ha sugerido que estos inhibidores se unen a puntos de la proteina
transportadora impidiendo así la unión de 5-HT.
1.4. Degradación
La vía metabólica principal de la 5-HT es una desaminación oxidativa por el enzima
monoaminooxidasa (MAO). La 5-HT por accion de la MAO se convierte en 5-
hidroxiindolacetaldehido, que se oxida por la aldebido deshidrogenasa dependiente de NAO~
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para formar 5-HIAA. El 5-.hidroxiindolacetaldehido también puede reducirse a 5-
hidroxitriptofol por acción de la aldehido reductasa dependiente de NADH. El que se produzca
una oxidación o una reducción depende del cociente NAIY/NADH del tejido. En el cerebro,
el 5-HIAA es el metabolito principal de la 5-HT ¿7igurcz 12).
Existen al menos dos isoenzimas de la MAO, denominadas MAO tipo A y MAO tipo E,
que se encuentran localizadas en la membrana mitocondrial externa en neuronas, gUay otros
tipos de células. Estudios inmunobistoquimicos, autorradiográficos y de hibridación in sim
sugieren que la MAO-Ase localiza en neuronas adrenérgicas y noradrenérgicas, mientras que
la MAO-B se encuentra en neuronas histaminérgicas y serotoninérgicas. Por otra parte, la
isoenzima A presenta alta afinidad por la 5-HT y la NA, pero es la isoenzima E la que
predomina en el cerebro humano yen los cuerpos celulares de las neuronas serotoninérgicas
(Richardsy cols, 1992). Este dato sugiere que en neuronas serotoninérgicas la MAO E puede
estar evitando la acumulación de otro tipo de sustancias (por ejemplo, DA) que puedan
interferir en el almacenamiento, liberación y recaptación de 5-1-IT.
2. Distribución de las vías serotoninérgicas en el sistema nervioso central
2.1. Cuerpos celulares
En 1964, Dahlstóm y Fuxe, utilizando una técnica de fluorescencia inducida por
formaldehido, realizan el primer estudio sobre la distribución de los cuerpos celulares de
neuronas serotoninérgicas. Identifican nueve grupos abs que denominan El, B2, 33 B9.
Estos grupos de cuerpos celulares serotoninérgicos se encuentran localizados en la linea
media del cerebro y del tallo del cerebro. Sus axones inervan casi todas las áreas del cerebro.
TABLA 12
Localización de los cuerpos celulares serotoninérgicos
CUERPOS CELULARES SEROTONINÉROrCOS
‘Grupo caudal o inferior (desde el puente caudal hasta la médula espinal)
‘Grupo rostral o superior ‘Núcleo caudal ni. rafe tt,bscurus
(entre el cerebro medio lineal (138) •n. rafe pallidús(BXy?4)
y el puente) en. ra*zn~nusp3) 1,,,,
‘~totí~ ‘ti le. . ngdula
ve~lttc ateral
‘neuronas dcl área poátre
‘Núcleo medial del rafe (38 y 35)




Los núcleos dorsal y medial del rafe correspondientes a los grupos 136, 137 y 138
presentan una densidad de neuronas serotoninérgicas mayor que el resto de los grupos. Las
neuronas serotoninérgicas representan un tercio del total de neuronas que existen en los
núcleos del rafe (Descarnes y cois., 1982).
2.2. Proyecciones
Los axones de los cuerpos celulares del núcleo caudal del rafe (B 1-133) proyectan hacia
la médula espinal (vías descendentes), mientras que los procedentes del núcleo dorsal del rafe
(134-B9) emiten sus proyecciones hacia la corteza cerebral, el caudado-putamen, hipocampo
e hipotálamo (vías ascendentes). Por su parte, los núcleos del rafe reciben proyecciones de
otros núcleos del tallo cerebral como la sustancia nigra, el ATV (DA), núcleo superior
vestibular (Ach), LC (NA), NTS (adrenalina)ynúcleo prepósito hipogloso (Lipositsycols., 1987;
tabla l3yfigura 13). Por otra parte, estos mismos autores demostraron la existencia de una









hipotálamo nticleos del rafe Pons médula
Losphncipalescuerpos celulares serotoninérqiws seencuentran en los núcleos do,sol ycaudal detraje,
situados en el pons y La médula (51-89). Los anrnes procedentes de los nñcleos caudales (81-83)
proyectan hacia la médula espinal, mientras que los ptocedetntes de los núcleos dorsales (84-59)
proyectan hacia la corteza cerebraL núcleo caudado, hipotálamo e hipocampo.
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El desarrollo de técnicas inniunohistoquimicas de elevada sensibilidad, basadas
fundamentalmente en el uso de anticuerpos de 5-HT, ha permitido detectar diferencias
morfológicas entre las neuronas de diferentes origenes (Steinbusch y cols, 1978). De este
modo, los axones procedentes del núcleo medial del rafe (tipo M) presentan varicosidades
grandes y esféricas, mientras que los procedentes del núcleo dorsal del rafe (tipo D) son finos
y generalmente presentan varicosidades pequeñas y de formas diferentes. Estos dos tipos de




Las vias de proyección de las neuronas serotoninérgicas pueden dividirse en dos grandes
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La 5-HT actúa a través de un complejo sistema de receptores. Actualmente, los
receptores serotoninérgicos se clasifican como 5-HT,, 5-HL. 5-HT,y 5-HT4 (Humphreyycols.,
1993). El receptor 5-HT~ se divide a su vez en lA, 113, lC, 10, lE y 1F, y el receptor 5-HT2 en
2A, 213 y 2C. Estudios más recientes revelan la existencia de un mayor número de receptores
serotoninérgicos, de cuya farmacología y función fisiológica se conoce bastante poco; entre
ellos se incluyen los receptores SHT5,,, 5HT58, SHT6 y 5HT7 (Sleight y cols., 1998).
4. Serotonina y regulación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal
El hecho de que existan proyecciones serotoninérgicas desde los núcleos del rafe hasta
el NPV hizo pensar en la posible implicación de la 5-HT en la regulación del eje HHA. Así se
observó que la 5-HT estimula directamente la liberación de CRF en explantes y cultivos
celulares hipotalámicos (Calogero y cols., 1989; Tsagarakis y cols., 1989), y que tanto la 5-HT
como fármacos que potencian sus efectos producen liberación de CRE en sangre portal
hipofisaria y elevan la secreción de ACTH plasmático (Bevan y Scanlan, 1992). Sin embargo,
la función precisa de la 5-HT en la regulación de la liberación de CRF inducida por estrés y
su periodicidad circadiana aún no se conoce con detalle (Grossman y Costa, 1993).
Por todo ello existen evidencias de papel regulador de la 5-HT sobre el eje HHA. Los
precursores de serotonina 5-HTE’ y L-Trp son capaces de estimular la liberación de ACTH.
Además, la fenfluramina, que produce liberación de 5-HT, eleva las concentraciones de ACTH
y cortisol en humanos, efecto que aumenta de forma marcada en pacientes maniacos y
depresivos (Meltzerycols., 1983; Sieverycols., 1984; O’Keaney Dinan, 1991).
Por otra parte, el uso de herramientas farmacológicas, como agonistas y antagonistas
de los distintos receptores serotoninérgicos ha hecho posible el conocimiento de qué subtipo
de receptor modula la liberación de CRE, ACTH y corticosterona, como se resume en la tabla
14.
4.1. Acción de la serotonina sobre el hipotálamo
La ipsapirona es un agonista selectivo del receptor S-HT,~ capaz de elevar de forma
dosis-dependiente las concentraciones plasmáticas de ACTH y cortisol en humanos (Lesch y
cols., 1989). Esta respuesta se bloquea por el antagonista de los receptores 5-l-IT1/2
metergolinay por el antagonista del receptor S-HT,~ pindolol (Lesch y cols., 1990b). Asimismo,
la administración central del agonista SHT1,, 8-OH-DPAT, y la administración periférica de este
agonista y de ipsapirona en rata (Di Sciullo y cols., 1990) eleva la concentración plasmática
deACTH, actuando probablemente enel NE’Vyen el núcleo dorsal del rafe (Bluet Pajotycols.,
1995). stosz estudios -sugieren qae elreceptor 5-HT,Aes el principal sulitipode .receptor.qut
interviene en la regulación serotoninérgica del eje 1-lElA, hecho que se confirma por el aumento
en la secreción plasmática de cortísol en humanos producido por el agonista parcial del
receptor S-HT,,, buspirona (Meltzer y Maes, 1994). Por otra parte, estudios in nitro demuestran
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que tanto la 5-HT como el agonista 5-Hl’2 (2,5, dimetoxi-4-yodo-fenil-2-azninopropano) o DCI
y los agonistas 5-HT1, meta-clorofenilpiperazina ó m-CPP y 8-OH-DPAT son capaces de
estimular la liberación de CRE a partir de hipotálamo de rata aislado; este efecto se bloquca
por la administración del antagonista 5HTl/2 metergolinay por los antagonistas selectivos
del receptor S-HT2 ketanserina y ritanserina, lo que demuestra que la liberación de CRE
hipotalámico producida por 5-HT está mediada tanto por el receptor 5-MT1,, como por el
receptor 5-MT2 (Calogero y cols., 1989).
Receptores serotoninérgicos y su
TABLA 14





Receptor Agonista Antagonista Mensajero






ACTE Hipófisis 5HT2 A-metil 5HT Ritanserina IP
SHT3
Corticosterona Adrenal 5HT4 Zacopride DAU 6285 AMPc
GR 113808
5HT2 001 Xilamidina IP
(Tomado de Fuller y Snoddy, 1990 y Dinan, 1996)
MDL 11939
Por tanto, el hecho de que la 5-MT regule la liberación de CRE a partir del hipotálamo,
y como consecuencia la secreción de ACTH y corticosterona plasmáticas parece evidente. Sin
embargo, se han realizado menos estudios sobre laregulación directa de laliberación de ACTH
a partir de la adenohipófisis, hecho que parece probable debido a que existe
inmunorreactividad a 5-MT en células neuroendocrinas de la hipófisis anterior (Piezzi y
Wurtman, 1970; Saavedra y cols., 1975). Asimismo se ha demostrado la presencia de
receptores SHT2 en la hipófisis (De Souza, 1986).
4.2. Acción de la serotonina sobre la hipófisis
La 5-MT aumenta de forma dosis-dependiente la liberación de ACTH en disociados de
adenohipófisís, efecto que es potenciado por AVP y bloqueado por el antagonista de los
receptores SHT1/2 metergolina (Spinedi y Negro-Vilar, 1983). Parece ser que los receptores
SHT2 son los principales encargados de regular la liberación de ACTH en la hipófisis, ya que,
antagonistas de este receptor son capaces de bloquear la liberación de ACTH inducida por 5-
MT. Por otra parte, el agonista de los receptores 5HT~,,12~ m-CPP fue menos efectivo, mientras
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que el agonista del receptor SHT~,, 8-0H-DPAT no tuvo ningún efecto (Bagdy y cols., 1989;
Bluet Pajot y cols., 1995). Además, la función de los receptores SHTS ha sido recientemente
investigada por Calogero y cols. (1995), encontrándose que el agonista SHT3 1-(m-clorofenil)-
biguanida ó m-CPBG estimula de forma dosis-dependiente la liberación de ACTH en hipófisis,
y que tanto el antagonista del receptor SHT3 3-tropanil-3,5-diclorobenzoato como el
antagonista SRl’114 3-tropanil-indol-3-carboxilato son capaces de bloquear la liberación de
ACTH inducida por 5-MT.
Todos estos estudios realizados in nitro demuestran que la 5-HT puede actuar
directamente sobre la hipófisis anterior para liberar ACTH. Estos resultados se confirman por
el hecho de que los agonistas serotoninérgicos 8-OH-DPAT y m-CPP aumentan las
concentraciones plasmáticas de ACTH en ratas con resección del pedúnculo hipofisario,
aunque de forma menos marcada que en ratas intactas, lo que sugiere que la 5-HT estimula
la liberación de ACTH in ulva actuando tanto a nivel hipotalamico como hipofisario (Calogero
y cols., 1990).
4.3. Acción de la serotonina sobre la corteza adrenal
La corteza adrenal humana contiene cantidades significativas de 5-MTy su metabolito
5-HIAA, como se ha demostrado en distintos estudios (Lefebvre y cols., 1992). En la rata, la
5-HT se almacena en vesículas secretoras en las células cromaitlnes, mientras que en
humanos se encuentra en otro tipo de células tanto en la corteza como en la médula adrenal
(Brownfleld y cols., 1985).
Estudios in ultra han demostrado cómo la 5-MTestimula la liberación de corticosterona
a partir de células de médula adrenal de rana (Contesse y cols., 1994). Parece ser que la 5-MT
produce una respuesta de desensibilización de estas células, ya que su administración
continuada produce un aumento rápido seguido de un descenso gradual de cortisol, lo que
puede ocurrir por internalización o por un descenso de la afinidad de los receptores (Lefrevbre
y cols., 1993). Por otra parte se ha observado la implicación de los receptores 5-Hl’4 en la
liberación de cortisol anivel de la glándula adrenal, ya que distintos agonistas de este receptor
aumentan la liberación de corticosterona en células de médula adrenal de rana (Contesse y
cols., 1994). Asimismo, estudios in vivo realizados por Alper (1990) sugieren que la 5-HT puede
actuar directamente sobre receptores serotoninérgicos de la glándula adrenal y estimular la
liberación de corticosteroides de forma independiente de la estimulación por ACTM, ya que la
administración periférica de DOI aumentó las concentraciones plasmaticas de cortícosterona,
efecto que fue inhibido tras pretratamiento con el antagonista central de receptores 5-Hl’2 1W
53857. El antagonista de estos receptores xilaniidina, así como el pretratamiento con
dexametasona atenuaron la respuesta producida por DOI, lo que sugiere que los agonistas
5-Hl’2 aumentan la liberación de corticosterona, al menos en parte, a través de un mecanismo
directo sobre la glándula adrenal, y a través de mecanismos centrales sensibles a la
dexamnetasona e independientes de ACTM.
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4.4. Acción de la serotonina sobre el sistema de retroalimentacián de glucacorticoides
El sistema de retroalimentación de glucocortícoides también parece influir sobre el
sistema de neurotransmisión serotoninérgico, ya que la adrenalectomia reduce la síntesis de
5-MT en hipotálamo (Van Loon y cols., 1981), hipocampo dorsal (De Kloet y cols., 1982) y
nucleos del rafe (De Kloet y cols., 1983). Estas regiones son sitios de acción de la
corticosterona, y la administración de dosis bajas de corticosterona tras la adrenalectomia es
capaz de restablecer la síntesis de 5-MT. Además, la adrenalectomia aumenta la densidad de
receptores SHT1 en el subículum, láminamolecular del giro dentado, sustancia nigray núcleos
del rafe, y la posterior administración de corticosterona restablece los niveles normales de
receptores, hecho que sugiere que la densidad de receptores SHT1 está regulada, al menos en
parte por los glucocorticoides (De Kloet y cols., 1986). Así, mientras la 5-1-IT regula la actividad
del eje HHA a distintos niveles, el eje HHA regula la actividad serotoninérgica central.
4.5. Acción de la serotonina sobre el control circadiano de ACTH y corticosterona
Parece ser que la ¡nervaclon serotoninérgica del NSQ facilita el control circadiano de
la liberación de ACTH (Szafarczyk y cols., 1980), y que la 5-MT interviene en el control
círcadíano de la liberación de corticosterona, ya que lesiones en el núcleo del rafe de la rata
alteran la periodicidad de la cortícosterona plasmática (Scapagnini y Nístico, 1979).
4.6. Serotonina, ansiedad y estrás
Por último, la 5-MTha demostrado ser un importante neurotransinisor en procesos de
ansiedad y estrés. Está demostrado que en enfermos depresivos existen anormalidades tanto
del eje MHA como de la actividad serotoninérgica, y que las disfunciones endocrinas existentes
en depresión están mediadas por anormalidades del sistema de neurotransmision
serotoninérgico (Dinan, 1994). Asimismo, estudios recientes demuestran quelas alteraciones
serotoninérgicas asociadas con la depresión pueden revertirse mediante el descenso de los
mveles plasmáticos de cortísol con metirapona (inhibidor de la síntesis de cortisol; Thaikore
y Dinan, 1995) y con dexametasona (Arana y cols., 1995).
IV. Expresión génica de neuropéptidos
1. Estructura génica
Un gen puede ser considerado como una unidad de ADN dentro del cromosoma, que
se transcribe generando ARNm, a partir del cual se sintetizan proteínas con funciones
específicas dentro de la célula.
El transcrito primario de un gen contiene tanto regiones intrónicas como exónicas. Sin
embargo, el ARNm maduro contiene solamente regiones exonicas. La maduración del
transcrito primario ocurre en el núcleo, dando lugar aARNm maduro que es transportado al
citoplasma. Este proceso es conocido como asp1icing~, o corte y empalme. El mecanismo
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bioquímico de este proceso se basa en unos complejos proteicos a los que se asocian pequeñas
moléculas de ARNm, llamados espliceosomas. Estas moléculas reconocen secuencias
específicas que señalan los limites entre un intrón y un exon.
Además de la eliminación de los intrones, durante la maduración del ARNm tiene lugar
un segundo procesamiento post-transcripcíonal, que consiste en la adición de una estructura
metilada llamada caperuza o cap en el extremo 5’ de la molécula de ARNm. Esta estructura
facilita la unión del ARN eucariota a los ribosomas y activa la síntesis de proteínas, además
de estabilizar la molécula de ARNm.
La última modificación que experimenta el transcrito primario es la adición en el
extremo 3’ de una cadena nucleotidica de residuos adenilicos repetidos, llamada cola poli A.
Este proceso también ocurre en el núcleo, y aunque la función precisa de la cola de polí A es
desconocida, se sabe que confiere una mayor estabilidad a la molécula de ARNm.
Por otra parte, la secuencia de tripletes que codifica para la futura proteína se
denomina marco abierto de lectura. Comienza por un codon iniciador (AGG) y termina en un
codon de terminación (UAA o UAG). En el ARNm maduro, el marco abierto de lectura está
flanqueado por regiones no traducibles en ambos extremos, donde se incluyen las estructuras
cap y la cola de poli A.
2. Regulación de la expresión génica
La regulación de la expresión de genes eucanotícos implica gran variedad de acciones
sobre los diversas fases del proceso de expresión géníca, tanto a nivel transcripcíonal
(alterando la velocidad de transcripción de un gen determinado>, post-transcripcíonal
(modificando el “splicing” -corte y empalme- del ARNm, el proceso de transporte del ARN del
núcleo al citoplasma y la estabilidad del mismo), como anivel de la traducción, para dar lugar
a la proteina defmítíva.
La transcripción, o expresión de un gen, es controlada por secuencias en el extremo
5 flanqueante de la unidad transcrípcional. Las secuencias que se requieren para la
regulación de la expresión se conocen como elementos actuantes en cis (cís-acting elements)
del gen. Actuar en cis indica que estos elementos, que son secuencias de ADN, son parte de
la misma cadena de ADN que contiene la unidad transcripcíonal. Estos elementos son
reconocidos como un sitio de unión por la ARN polimerasa y por otras proteínas con las que
ésta va a interaccionar. En muchos genes, esta región incluye una secuencia corta de
nucícótídos denominada caja TATA, que se extiende aproximadamente 30 bases más arriba
del sitio donde comien.zalatranscrípcíón. Además, existen otras secuencias consenso situadas
delante de la caja TATA, denominadas CCAAT o caja CAT, y que también juegan un papel
importante en la activación de la transcripción. Este último elemento es fundamental para la
expresión constitutiva de un gen.
Sin embargo, en la mayoria de los genes, la expresión es controlada por factores
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fisiológicos o xenobióticos adicionales, como la dieta, los ritmos circadianos, el estrés, las
hormonas o los fármacos. En estos casos, se asocian a los genes otros elementos cis
adicionales, localizados normalmente en laregión 5’ flanqueante. Estas secuencias adicionales
fijan proteínas llamadas factores que actúan en trans, trans-acting factors o factores de
transcripción, que regulan la unión de la ARNpolimerasa a la región que rodea la caja TATA,
y de esta manera regulan el nivel de transcripción. Además, existen elementos potenciadores
o enhancers, que son secuencias de ADN que unen proteínas y pueden actuar en cualquier
orientación (5-3’ ó 3-5’) y a una distancia considerable del sitio donde comienza la
transcripción. Los potenciadores se unen a proteínas que aumentan (activadores) o
disminuyen la expresión génica (represores).
Ciertos tipos de genes, como los descritos en este trabajo, se caracterizan por tener
secuencias cis comunes, y por tanto están regulados por factores de transcripción muy
similares o idénticos.
2.1. Regulación de la expesión génica por el receptor de hormonas esteroideas
Las hormonas esteroideas (glucocorticoides, mineralocorticoides, andrógenos,
estrógenos, progesterona, hormonas tiroideas, etc) ejercen sus efectos a través de su unión
a receptores específicos que normalmente se encuentran en el núcleo. El complejo esteroide-
receptor regula el nivel de transcripción de determinados genes y por tanto la síntesis de
ciertas proteinas (Thai y cols., 1994).
2.2. Regulación de la expresión génica por la proteína fijadora al elemento de respuesta
a AMPc (CREB)
CRER, o c-AMP-responsive elementbindingprotein, esotro tipo de proteína que regula
la expresión de distintos genes. Varios genes cucariotas cuya expresión está regulada por
AMPc comparten una secuencía cis común en sus regiones 5’ flanqueantes (TGACGTCA>. Para
que CRER inicie la transcripción, es necesaria su fosforilación por parte de una proteína-
quinasa dependiente de AMPe. Así, el AMPc, un segundo mensajero cuya síntesis está
controlada por diversos factores que se unen a receptores de membrana específicos, regula
la expresión génica a través de este factor de transcripción (Goodman, 1990; Montminy y cois.,
1990).
2.3. Regulación de la expresión génica por genes de expresión temprana
Los proto-oncogenes c-fos y c-jun son miembros de una familia de genes inducibles
denominada genes de expresión temprana. Sus productos proteicos, Vos y Jun, son factores
de transcripción que interactúan con una secuencía reguladora de ADN llamadaAP 1, y de este
modo regulan la expresión de muchos genes. Ambos se caracterizan por presentar una región
común rica en Leu, llamada cremallera de leucina, que puede formar una hélice cuando se
une aotra proteína de la misma familia, favoreciéndose la unión a la secuencia reguladora API
(ATAGAGTACT), y regulando así la expresión de genes que contengan sitios de unión para AP 1
(Hoffmany cols., 1993). .Jun puede formar homodimeros, pero Vos necesitaasociarse con Jun
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para poder formar un heterodimero activo (Morgany Curran 1991).
Los genes de expresión temprana, en particular c-fos, han demostrado ser marcadores
de actividad neuronal fiables para unagran variedad de estímulos fisiológicosy farmacológicos
(Hoffman y cols.. 1993).
3. Distribución del ARNm de CRF, POMO y proencefalina
3.1. Distribución del ARNin de CRF
La localización de ARNm de CRE en el SNC coincide en líneas generales con las áreas
cerebrales que contienen el péptido. La región en donde se observa una mayor expresión de
ARNm de CRE es el NPV, pero este gen se expresa además en otras regiones hipotaláinicas,
como por ejemplo el NEO, y en otras áreas cerebrales, como son la oliva inferior, corteza,
amigdala, núcleo de la estría terminalis, LC y NTS. De las diversas estructuras centrales
analizadas, la única que carece del mensajero es el cerebelo. Estos datos han sido obtenidos
en diversas especies animales, incluyendo a la rata, oveja, mono y humanos (Beyer y cois.,
1988; Matthewsy cols., 1991).
3.2. Distribución del ARNin de POMO
POMC se sintetiza fundamentamentalinente en el hipotálamo y la hipófisis. En el
cerebro, los cuerpos neuronales que contienen ARNm de POMC se encuentran en el ARC y
en el NTS, mientras que en la hipófisis, existe ARNm de POMC tanto en el lóbulo anterior
como en el intermedio (Cívelli y cols., 1982; Gee y cols., 1983 Lundblad y Roberts, 1988)
3.3. Distribución del ARNin de proencefalina
La distribución de ARMm de proencefabna (PENIC) en el SNC y en la médula espinal ha
sido descrita detalladamente por Harían y cols. (1987). Existe una elevada densidad de ARNm
de PENK en la corteza piriforme, neocórtex, ACC, tubérculo olfatorio y caudado putamen.
Además, también abunda en el hipotálamo (NVM, NPV y núcleo mamilar medial), mnigdala,
y SG!’.
La. amplia distribución de las encefatinas en el SNC sugiere su posible implicación en
numerosas funciones fisiológicas, entre las que cabe destacar la secreción de factores
hipotalámicos que regulan la secreción de distintas hormonas.
4. Regulación ¿e la expresión génica de CRF, POMO y PENK
La regulación de la expresión génica de CRE, POMC y PENI< presenta características
semejantes. Enlas respectivas regiones 5’ flanqueante aparecen varias secuencias reguladoras
comunes a los tres genes. Las más relevantes son las que corresponden a los factores de
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transcripción Vos, lun y CREB (Comb y cols., 1982; Eberwine y Roberts, 1983; Comb y cols.,
1986; Fremeau y cols., 1986; Gagner y Drouin, 1987; Seasholtz y cols., 1988; Sonnenber y
cols., 1989; Goodman 1990; Zhu y Pfaff, 1995). Además, y como se describía en el apanado
3, los ARNm de estos genes se encuentran distribuidos principalmente en el hipotálamo, lo
que sugiere que la expresión génica de CRE’, POMC y PENK puede responder de forma similar
a diferentes estimulos fisiológicos y farmacológicos.
4.1. Regulación de la expresión génica de CRF
En muchos casos, la exposición asituaciones estresantes, y la consiguiente activación
del eje Hl-lA induce la transcripción de genes que codifican para diversos neuropéptidos.
Dicha activación del eje implica en la mayoría de los casos una inducción de la expresión de
CRF en el NPV, habitualmente junto a la de POMC en adenohipófisís. Asi, distintos estudios
muestran como una gran variedad de estímulos, como el estrés (restricción de movimientos,
administración de hipertónico salino ó natación; Harbuz y Lightman, 1989a; Harbuz y cols.,
1994) y el síndrome de abstinencia a morfina provocado por naloxona (Lightman y Young,
1988; Garcia-Garcia y cols., 1998a; Hsu y cols., 1998), aumentan la expresión génica de CRE
en el NPV. Incluso laadministración central de CRE aumenta la expresión géníca de su propio
gen, efecto que es bloqueado por la administración previa de a-heical (9-4 1) CRE, lo que
sugiere que CRE actúa de forma positiva para regular su propia biosíntesis (Parkes y cols.,
1993).
El aumento de los niveles de ARNm de CRF en el NPV y en la amígdala observado tras
someter a los animales a estrés agudo por frio (Hsu y cols., 1998) no se observa después de
someter a los animales aestrés crónico en el NP!, pero sien el núcleo central de la amígdala.
Estos datos sugieren que existe una regulación diferencial de la expresión de este gen en
ambas regiones cerebrales en respuesta a estrés agudo ó crónico (Hatalski y cols., 1998). De
hecho, y como se describirá posteriormente, la administración de agonistas dopaininérgicos
eleva la expresión de CRE en el NPV, pero no en la amígdala (Eaton y cols., 1996).
La expresión del gen de CRE, al igual que ocurre con otros neuropéptidos como POMC
y PENK, se encuentra regulada por los glucocorticoides por dos mecanismos: 1) Los
glucocorticoides a altas dosis inhiben la expresión génica de CRE, en el NP! probablemente
a través de mecanismos dependientes del receptor tipo II y 2) Los glucocorticoides a bajas
dosis elevan los niveles de ARNm de CRE y mantienen la transcripción génica en condiciones
de estrés en el NPV, probablemente actuando a través de mecanismos dependientes del
receptor de glucocorticoides tipo! (TanimurayWatts, 1998). Por otra parte, la administración
del antagonista del receptor de glucocorticoides tipo II RU-486 aumenta la expresión génica
de CRE en el NPV en condiciones basales (Garcia-García y cois., 1998b), mientras que la
expresión génica de este neuropéptido aumenta tanto en condiciones basales como de estrés
en ratas adrenalectomizadas (Young y cols., 1986a), efecto que se revierte mediante
pretratamiento con dexamnetasona (Frim y cols., 1990; lmaki y cols., 1995). Asimismo, en la
amigdala, región relacionada e implica.da en el miedo y la ansiedad, se ha observado que los
glucocorticoides facilitan la expresión génica de CRE’ (Makino y cols., 1994), mientras que en
otras regiones cerebrales en donde está presente el ARNm de CRE’, como el NSO, y el núcleo
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de la estría terminalis, los glucocorticoides no modifican ¡a expresión de CRE’ (Beyer y cols.,
1988). Por otra parte, implantes de dexametasona en la corteza cerebral, hipocampo,
subiculum o amigdala no modificaron los niveles de ARNm de CRE ene1 NPV (Kovacs y Mezey,
1987).
La 5-HT y la DA también intervienen en la regulación de la expresión génica de CRE’
en el NPV, ya que la administración central de 5-1-IT en rata y la administración periférica de
agonistas dopaminérgicos eleva los niveles de ARNm de CRE’ en el NPV (Eaton y cols., 1996;
Kageyamay cols., 1998). Además, parece que el aumento de la expresión génica de CRE en
situaciones de estrés requiere de la integridad de la transmisión dopaminérgica, ya que la
lesión de estas neuroneas con 6-hidroxi-dopamina altera los niveles de ARNm en respuesta
al estrés (Lightmany Harbuz, 1993). Sin embargo, no ocurre lo mismo con la SHTy la NA, ya
que la deplección de ambos neurotransmisores no modificó el aumento de los niveles de
ARNm de CRE’ producido en el NPV tras someter a los animales a una situación de estrés
(Harbuzy cola. 1991 y 1994).
Estudios recientes demuestran que la expresión génica de CRE en el NPV está regulada
por el sistema de segundos mensajeros vía ¡‘KA, dependiente de AMPc, lo que sugiere la
posible implicación de CRED en la regulación de la expresión génica de CRE’ inducida por
estrés (ltoi y cols., 1996). Este estudio está de acuerdo con la presencia de un elemento
regulador CRER en el gen de CRE’ (Seasholtz y cols., 1988). Pero la expresión génica de CRE
también parece estar reguladavia ¡‘XC; en cualquier caso, la estimulación ejercídapor ambas
vías es inhibida por los glucocorticoides (Majzoub y cols., 1993). Además, el aumento de la
expresión génica de CRE que se produce tras someter a los animales aestrés va precedido por
una elevación de los niveles de ARNm de Fos, lo que sugiere que e-fas interviene en la
activación de la expresión génica de CRE en situaciones de estrés (lmaki y cok., 1992).
Existen distintas regiones cerebrales cuyas conexiones con el NPV regulan la expresión
génica de CRE’. Así, el hipocampo interviene en la regulación de la expresión génica del gen
de CRE, ya que lesiones en esta región cerebral resultan en un aumento de los niveles de
ARNm de CRE en el NPV (Herman y cols., 1990). Estos mismos autores observaron
posteriormente que el núcleo de la estría terminalis también parece regular de forma
diferencial y tónica la expresión génica de CRE’ en el NPV, ya que lesiones en la región
anterolateral disminuyen los niveles de ARNm de CRE’, mientras que lesiones en la región
posterior aumentan la expresión del gen de CRE (llermany cola., 1994). Por otra parte, tras
la desaferentización total del NP! se observa un aumento de la expresión génica de CRE’, lo
que índica que en ausencia de impulsos neuronales procedentes de otra región cerebral, la
expresión génica de CRE’ está regulada a la alta, sugiriendo que los efectos locales de los
glucocorticoides sobre las neuronas del NP! no son eficaces en la completa regulación de la
expresión génica de CRE, y por lo tanto debe existir un sistema de retroalimentación en las
neuronas CÑE’érgicas del NP! (Herman y cols., 1990).
Además, existen variaciones en los niveles de ARNm de CRE’ en el hipotálamo a lo largo
del dia, que alcanzan el nivel máximo justo antes del período de oscuridad, y disminuyen de
forma marcada a las dos horas de comenzar el período de oscuridad, lo que coincide con un
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aumento de los niveles plasmáticos de corticosterona (Kwak y cols., 1992).
Por último, cabe destacar que la administración del antagonista de receptores de N-
metil-D-aspartato (NM DA) MK-80 1 y de prostaglandina £2 (PGE2) aumentalaexpresión génica
de CRF en el NPV (Lee y cols., 1994; Lacroix y cols,1996). También la administración de 3-
endorfina aumenta los niveles de ARNm de CRF en el NP!, efecto que es revertido por la
administración de naloxona (Wang y cols., 1996). Asimismo, distintos estudios publicados
recientemente demuestran la implicación de los cannabinoides en la regulación de la
expresión génica de CRE’ en el NPV (Corchero y cols., 1999a y b), ya que tanto la
administración crónica de A9-tetrahidrocannabinol (A’~-THC) como del potente agonista del
receptor de cannabinoides CP-55,940 aumentan la expresión génica de CRE’ en el NPV, hecho
que podría formar parte del mecanismo molecular por el cual los cannabinoides activan el eje
HHA (Weidenfeld y cols., 1994; Rodríguez de E’onsecay cols., 1996).
4.2- Regulación de la expresión génica de POMO
La expresión génica de POMC iii ¡Ayo tanto en adenohipófisis como en hipotálamo, es
inhibida de forma tóníca por los glucocortícoides (Birnberg y cols., 1983; Eberwine y Roberts,
1984; Jíngaini y cols., 1985; E’remeau y cols., 1986), siendo el lóbulo intermedio menos
sensible a la acción de los glucocortícoides circulantes (Schachter y cols., 1982; Gagner y
Drouin, 1987). A nivel hipotalámico los estrógenos también regulan negativamente la
expresión de este gen (Wilcox y Roberts, 1985), mientras que en hipófisis CRF aumenta la
expresión génica de POMC en ambos lóbulos, aunque de forma más marcada en el lóbulo
anterior (Hollt y Flaarman, 1984). Esto parece ser debido a que CRE’ regula directamente la
expresión génica de POMC en el lóbulo anterior, pero no en el lóbulo intermedio, donde están
implicados otros factores, como revelan estudios en los que se han destruido neuronas
CRFérgicas del NPV (Bruhn y cols., 1984). Por otra parte, en disociados de hipófisis tanto de
lóbulo anterior como de lóbulo intermedio, la transcripción del gen de POMC se estimula
mediante la adición al medio de AMPc y de CRE’ (Loemer y cols., 1985; Auteitano y cols.,
1990), aunque algunos estudios sólo han observado aumento de la transcripción en el lóbulo
anterior (Gagnery Drouin, 1987). Por últinio,y contrariamente alo esperado, se ha observado
en cultivos de adenohipófisis ovinos, de ratón y de rata que la liberación de ACTH producida
por AVP y CRE’ no se correlaciona con un aumento en los niveles de ARNm de POMC en estas
células (Castro, 1993; Levin y cols., 1993), y que Ay!’ no potencia el aumento de la
transcripción de POMC inducido por CRE, a diferencia de lo que ocurre a nivel hormonal,
donde si potencia la liberación de ACTH (Levin y cols., 1989).
La DA parece estar implicada en la regulación de la expresión génica de POMC, ya que
agonistas dopamínérgicos reducen la transcripción de este gen en el ARC y en el lóbulo
intermedio de la hipófisis (Chen y cols., 1983; Chronwall y cols., 1987; Pelletier, 1993). Este
efecto, que también se ha descrito en cultivos hipotalámicos, parece estar mediado por
receptores D
2, ya que se previene por la administración de haloperidol y del antagonista
selectivo ~2’ (~) butaclamol, mientras que tanto NA, Achy el agonista selectivo D~, 5KV 38393
no modifican los niveles de ARNm de POMC (LHereault y Barden, 199 la). A su vez, la
regulación de los niveles de ARNm de POMC se encuentran bajo control inhibitorio de
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distintos péptidos opioides, siendo mediado principalmente por receptores 8 y K, pero no por
receptores ji (L’Hereault y Barden, 199 lb).
El estrés activa la transcripción géníca de POMC en el hipotálamo mediobasal y en el
ARC (Bauvet y cols., 1994; Larsen y Mau, 1994), así como en el lóbulo anterior e intermedio
de la hipófisis (Holit y cols., 1986; Harbuz y Líghtman, l989a; García-García y cols., 1997),
hecho que parece estar mediado, al menos en parte, por una potenciación de la liberación de
CRF hipotalámico (Hoflt y cols., 1986; Ligthman y Young, 1988). Este efecto inductor se
produce cierto tiempo después de la finalización del estrés, en caso de emplearse un modelo
experimental de estrés agudo. En cuanto aparadigmasde estréscrónico, como inmovilización
repetida y exposición a frío, distintos estudios indican que se produce una desensibilización
de las respuestas de la hipófisis al estimulo primario, pero se produce un hiperrespuesta a un
estimulo estresante nuevo, tanto si el estrés crónico es aplicado de forma continua o
intermitente (Aguíleray cols., 1993; Haugery cols., 1988; Vernikosy cols., 1982), elevándose
el contenido tanto de ARNm de POMC hipofisario como de ARNm de CRE’ hipotalámico (Kiss
y Aguilera, 1993). Por otra parte, la aplicación de terapia electroconvulsiva eleva la expresión
génicade POMC en elARC, pero no en el lóbulo anterior de la hipófisis (García-Garcíay cols.,
1 998a).
La administración de 5-HT produce un incremento en los niveles de ARNm de POMC
tanto in vivo, en el lóbulo anterior de la hipófisis (Kageyama y cols., 1998) como en disociados
celulares de hipotálamo de rata, efecto que fue bloqueado por el antagonista 5-MT
2
ketanserina (Ll-lereault y cols., 199 la). La 5-HT modula también el aumento en los niveles
plasmáticos de a-MSH inducido por estrés, ya que la administración de un antagonista 5-HT2
ó la inhibición de la actividad serotoninérgica mediante la administración central de la
neurotoxina 5,7-dihídroxítriptainina (5,7-DHT), bloquea el incremento en los niveles
plasmáticos de esta hormona producido por estrés (Goudreau y cols., 1993). Además, la 5-MT
parece regular de forma diferencial la expresión génica de POMC en ambos lóbulos de la
hipófisis en situación de estrés, ya que la administración central de 5,7-DHT en ratas
estresadas produjo una elevación aún mayor en la expresión génica de POMC en el lóbulo
anterior, mientras que bloqueó el aumento en la expresión géníca de POMC producido por
estrés en el lóbulo intermedio (García-García y cols., 1997).
Por último, la expresión génica de POMC en hipófisis parece estar regulada también
por genes de expresión temprana como c-fos (Boutiller y cols., 1991) y por hormonas
gonadales en el hipotálamo, ya que mientras en la castración produce una elevación en los
niveles de ARNm de POMC en hembras, en machos se observa el efecto contrario (Wilcox y
Roberts, 1985; Chowen y cols., 1990). Además, estudios recientes apuntan a la implicación
de los caimabínoides en la regulación de la expresión génica de POMC tanto en hipotálamo
como en hipófisis, ya que la administración crónica del potente agonista sintético del receptor
de cannabinoides CP-55,940 incrementa los niveles de ARNm de POMC en el ARC y lóbulo
anterior de la hipófisis, mientras que produce una disminución en el lóbulo intermedio
(Corchero y cols., 1999a). Por otra parte, la administración crónica de =~-THCaumenta la
expresión del gen de FOMC tanto en el ARO como en el lóbulo anterior de la hipófisis 1 día
después de finalizado el tratamiento, disminuyendo los niveles de ARNm progresivamente,
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mientras que en lóbulo intermedio, la administración crónica de &-THC disminuye los niveles
de ARNm de FOMC en el lóbulo intermedio tras 14 días de tratamiento diario, hecho que, al
igual que en el estudio anterior, sugiere que los cannabinoides regulan de forma diferencial
la expresión génica de POMC en cerebro e hipófisis, por un mecanismo mediado al menos en
parte, por la activación del sistema hipotalánuico CRFérgico (Corchero y cok., 1999b).
4.3. Regulación de la expresión génica de PENK
Se conoce la existencia de distintos elementos reguladores en la región 5’ del gen de
PENK (Comb y cols., 1986 y 1988; Hyman y cols., 1988 y 1989; Goodman, 1990), estando su
expresión génica afectada por glucocorticoides, AMPc y ésteres de forbol. A diferencia de la
regulación de ía expresión génica de POMC, en la que los esteroides ejercían una regulación
negativa, los glucocorticoides parecen regular de forma positiva la expresión génica de PENK
<Naranjo y cols., 1986; Yoshikawa y Sabol, 1986; Inturrisí y cols., 1988), e intervienen en la
regulación de la expresión génica de PENI< en situaciones de estrés. Así, la administración del
antagonista del receptor de glucocorticoides tipo II RU-486 bloquea el aumento de la expresión
génica de PENI< en el NPV inducido por estrés (Garcia-Garcíay cols., 1998b). Asimismo, y al
igual que ocurre con otros neuropéptidos, la expresión del gen de PENK está regulada por c-
fos, como demuestra el hecho de que en ataques de epilepsia se ha observado una elevación
de los niveles de ARNm de PENK justo después de un aumento de la expresión génica de c-fos
(Sonnenbergy cols., 1989).
La administración de agonistas ~-adrenérgicos inducen la transcripción del gen de
PENK mediante un mecanismo que implica a AMPc como segundo mensajero (Pollcesson y
cok., 1989). De forma similar a lo que ocurre con el gen de POMC, el sistema dopaminérgico
parece inhibir la expresión de PENI( (Mocchetti y cols., 1985; Young y cols., 1986b; Romano
y cols., 1987>. Asimismo, la expresión del gen de PENI< se incrementa en diversos núcleos en
respuesta adiversos estimulos, como el estrés (LightmanyYoung, 1987a Harbuz y Lightman,
1989b), la terapia electroconvulsiva (Xie y cols., 1989), los estímulos dolorosos (ladarola y
cols., 1988), y la estimulación eléctrica de vías nerviosas (Xie y cols., 1990). Concretamente,
la aplicación de estimulos estresantes agudos aumentan la expresión génica de PENK en el
NPV (Lightman y Young, 1987a; Marbuz y Lightman, 1989b), y NVM (Larsen y Mau, 1994;
García-García y cols., 1998ay b). Es por ello que las acciones que produce el estrés sobre la
transcripción del gen de PENI( en el NPV son importantes desde el punto de vista de la
actividad del eje HMA, ya que aunque el contenido basal del ARNm de PENK que se expresa
en las neuronas parvocelulares del NPV es generalmente indetectable o minino (Lightman y
Young, 1987a; Harbuz y Líghtman, 1989b), en situaciones de estrés fisico se incrementa de
forma muy acusada (Harbuz y Lightman, 1989b>. Además la expresión del gen de PENK se
modifica de forma diferente según el modelo de estrés utilizado: paradigmas en donde el
componente principal es de tipo psicológico (corno restricción de movimientos y estrés por
natación forzada) no modifican los niveles de ARNm de PENK en el NPV, mientras que los de
tipo fisico sí son capaces de incrementarlos <administración ip de una solución salina
hipertónica; exposición a drogas de abuso como nicotina, heroína, cocaína y etanol; Rivíer y
cols., 1984a; Lightman y Young, 1987a; Harbuz y Lightman, 1989b; Rivier y cols., 1990; Rívier
y Lee, 1994). Estos datos sugieren que la expresión de PENI< en el hipotálamo es un indice de
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la respuesta del animal adistintos estímulos estresantes.
Distintos estudios publicados recientemente han demostrado la implicación de los
cannabinoides en la regulación de la expresión génica de PENI< en distintas regiones
cerebrales (Manzanares y cols., 1998; Corchero y cols., 1999ay b). La administración crónica
de &-THC aumenta los niveles de ARNm de PENI< en la SG!’, núcleo medial mamilar
(Manzanares y cols., 1998), y en el NVM y NPV (Corchero y cols., 1999b), regiones en las
cuales también se observa este efecto tras la administración crónica del potente análogo de
cannabinoides CP-S5,940 (Manzanares y cols., 1998>. El incremento en la expresión génica
de PENK en la SG!’ podría formar parte de los mecanismos moleculares supraespinailes por
los que los cannabinoides ejercen su efecto antinociceptivo, mientras que el aumento de
ARNm en el núcleo medial mamilar está relacionado con la modulación de la atención y del
comportamiento emocional ejercida por los cannabinoides (Manzanaresy cols., 1998). Por otra
parte, la expresión génica de PENK en respuesta a un tratamiento prolongado de A<~-THC es
diferente en ambos núcleos, ya que mientras en el NVM el aumento máximo en la expresión
de PENK se observa tras 7 días de tratamiento, en el NIA’, este mismo aumento se observa 14
días después de la administración diaria repetida de A9-THC. Estos resultados indican que
existe una regulación diferente de la expresión de este gen en ambos núcleos hipotalámicos
(Corchero y cols., 1999). La activación de la expresión génica de PENK tanto en el NVM como
en el !‘VN, tras un tratamiento prolongado con cannabinoides puede explicarse como parte del
mecanismo por el cual los cannabinoides regulan, en el NVM, el balance energético, el
comportamiento sexual y la secreción hormonal, y en eí NP!, la respuesta a distintos
estimulos estresantes (Manzanares y cols., 1998).
Además, la administración crónica de &-THC, o de C!’-55,940, incrementala expresión
génica de PENI( en otras regiones cerebrales como son el ACC o el estriado, hecho que parece
estar relacionado con las disfunciones motoras producidas por los cannabinoides a largo píazo
y con el aumento de la transmisión doparninérgica en el sistema mesolímbico ejercido por los
cannabinoides, a través de un aumento del sistema opioide endógeno (Manzanares y cols.,
1998).
Por último, cabe destacar que la presencia de hormonas gonadales circulantes influye
de manera decisiva en la expresión génica de PENK en el hipotálamo. Asi, en machos y
hembras castradas se ha observado un descenso en los niveles de ARNm en el NVM (Romano





Es bien sabido que una respuesta inadecuada al estrés o el padecimiento de una
situación de estrés crónico son hechos capaces de producir diferentes patologias en los seres
humanos, como son la ansiedad ola depresión (Raadsheer y cols., 1994). En dicha situación
de estrés existe una activación mantenida del eje HIjA, que se manifiesta por una elevada
concentración de glucocortícoides plasmáticos (Kant y cols., 1987).
Se ha demostrado que GRP particípa en la regulación de la secreción de hormonas
hípofisarias como PRL y QN (Kentroti y cols., 1988a y b; Manzanares y cols., 1991). Este
hecho, unido a su abundancia tanto en el hipotálamo como en la hipófisis sugiere su
participación en la regulación funcional del eje UNA, y su posible implicación en procesos de
estrés.
Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este estudio se ha pretendido conseguir
un mejor conocimiento del papel de GRP en la regulación del eje HHA así como de los
mecanismos endocrinos y neuroquimnicos implicados en dicha regulación.
Para ello nos hemos planteado los siguientes objetivos:
Objetivo 1: Estudio del efecto de GRP sobre la actividad del eje hipotálamo-
hipófisis-adrenal 1» vitro
En este primer apartado se han evaluado los efectos de GRP sobre la secreción de
ACTH y corticosterona y se ha explorado a que nivel del eje Hl-lA se ejerce esta acción.
Asimismo se ha investigado si dicho efecto está mediado a través del receptor de GRF y si la
liberación de ACTN que produce GRP es un proceso calcio-dependiente.
ObjetIvo 2: Estudio del efecto de GRP sobre la actividad del eje hipotálamo-
hipófisis-adrenal 1» vivo
En este segundo apartado se ha caracterizado tanto la vía de administración como las
dosis, los tiempos y el mecanismo de acción por el cual GRP activa el eje ¡-¡HA en condiciones
basales in vivo.
ObielAvo 3: Estudio del efecto de GRP sobre la actividad del eje hipotálamo-
hipófisis-adrenal en situación de estrés
Una vez estudiada la posible participación de GRP en la regulación endógena de la
secreción de ACTH y corticosterona, decidimos explorar, de forma comparativa con CRE, sí
GRP interviene en la regulación de la secreción de ambas hormonas en situación de estrés.
Objetivo 4: Estudio del efecto dc GRP sobre la actividad serotoninérgica en el
nucleo paraventricular del hipotálamo
Dada la importancia de la serotonina en la regulación del eje HHA, el objetivo de este
cuarto apartado ha sido caracterizar el eventual efecto de GE?!’ sobre la actividad
serotoninérgíca en el NPV, tanto en situación basal como de estrés, así como los mecanismos
implicados en el electo observado.
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5. Estudio del efecto de GRP sobre la expresión génica de CRF, proencefalina y
p roopio nielanocortin a
En esta última sección, y de forma preliminar, se ha investigado el potencial efecto de
GRP sobre la expresión génica de los péptidos CRE’, PENK y POMC. También se ha estudiado





1. Animales, péptidos y reactivos químicos
1.1. Animales
En todos los experimentos, tanto in vivo como itt vitro, se utilizaron ratas macho raza
Sprague Dawley de peso 225-250 g, suministradas por Harlán Interfauna (San Feliú de
Codines, Barcelona>. A su llegada al laboratorio, las ratas se estabularon en un animalario con
un ciclo de luz/oscuridad (8:00-20:00 h) y permanecieron estabuladas al menos tres dios
antes de ser utilizadas, siendo este tiempo más o menos largo en función del tipo de
experimento.
1.2. Péptidos
El Péptido Liberador de Gastrina o GR!’ fue suministrado por Península Laboratories
(Belmont, California, Estados Unidos). El fragmento utilizado corresponde a la secuencia
terminal del péptido (aminoácidos 14-27), similar en cerdo yen hombre.
Elantagonistadel receptor de GRP (Leu~3-tp-Cl-I2NFl-Leu”) bombesina fue suministrado
por RBI (Research Biochemicals International, Natick, Estados Unidos). Actualmente los
productos de esta compañía se distribuyen en España a través de Sigma (Madrid).
El antagonista del receptor de CRE a-helical (9-41) CRE’ fue suministrado por Sigma
(Madrid).
1.3. Reactivos qnimicos
La procedencia de los reactivos químicos utilizados en la preparación de las distintas
soluciones se detalla en los apartados en los que se menciona su utilización.
2. Métodos experimentales tít vitro
2.1. Explantes de hipotálamo e hipófisis, hipófisis y adrenal
Los experimentos en explantes se realizaron siguiendo el método descrito por
Scaccianocce y cois. (1989, 1990, 1993) con algunas modificaciones.
2.1.1. Explantes de hipotálamo e hipófisis
El fundamento de este método in vitro consiste en estimular los hipotálamos con los
péptidos a estudiar y medir la liberación de CRE que se produce anivel hipotalámíco de forma
indirecta, gracias a la capacidad del medio de incubación de los hipotálamos de producir
liberación de ACTN a partir de cuartos de hipófisis (Buckinghamy Hodges, 1977; Scaccíanoce
y cols. 1990, 1993).
Las ratas se sacrificaron por decapitación. Se extirparon tanto los hipotálamos como
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las hipófisis. En el caso de las hipófisis se separó la neurohipófisis y cada mitad de la
adenohipófisis se dividió en dos partes iguales con una hoja de bisturí estéril.
El medio utilizado en experimentos de explantes de hipotálamo e hipófisis (medio
Bradbury) tiene la siguiente composición:
NaCí (Sigma, Madrid): 3,683 g/500 ml (126 mM)
KCI (Sigma, Madrid>: 0,223 g/SOO ml (6 mM)
NaJIPO., (Sigma, Madrid): 0,071 g/B00 InI (1 mM>
MgSO1-7 H.p (Sigma, Madrid): 0,108 g/500 ml (0,88 mM)
CaCk-2 H20 (Sigma, Madrid): 0,106 g/SOO ml (1,45 mM)
Acido ascorbico (Sigma, Madrid): 4,4 mg (0,05 mM)
D-glucosa- 1H20 (Sigma, Madrid): 1,08 g/50
0 ml (11 mM)
Repes (Sigma, Madrid): 3 g/500 ¡nl
Tras disolver todos estos compuestos en 500 ml de agua destilada, se ajusta el pH a
7,4 con NaOH y se añade albumina bovina (Sigma, Madrid; 2,5 g/500 mí).
Los hipotálamos y cada cuarto de hipófisis se preincubaron individualmente en 1 ml
de medio Bradbury durante 1 h a 370C en baño, cambiando el medio cada 30 ¡rin.
Transcurrido este tiempo (60 min), el grupo de hipotálamos designado como control se incubé
durante 20 mm a 37” C con 1 mIde medio nuevo para establecer la liberación basal, mientras
que el resto de tos hipotálamos y los cuartos de hipófisis se preincubaron durante otros 30
miii. A los 90 mm, el resto de los hipotálamos se estimularon con 1 mIde medio con GRE y/o
su antagonista (Leu’ ~wC H
2NH-Leu’
4) bombesina, dependiendo del experimento, durante 20
¡rin, mientras que los cuartos de hipófisis se preincubaron durante otros 30 mm. A los 120
mm, las hipófisis se incubaron con 1 ¡nl del medio en el que habían sido incubados los
hipotálamos durante 20 mm. A cada cuarto de hipófisis le corresponde un hipotálamo, de
modo que cada cuarto de hipófisis es incubado con 1 ml del medio de incubación de un
hipotálamo. Posteriormente, el medio se centrifugó a 3.000 rpm, 10 mm, 40C para precipitar
cualquier resto celular o de tejido y se almacenó a -800C en alícuotas de 100 pl hasta medir
la cantidad de ACTH liberado por RíA.
Al final de cadaexperimento se pesó cada cuarto de hipófisis para expresar el resultado
fmal en ng/ml de ACTI-I por mg de tejido húmedo.
2.1.2. Explantes de hipófisis
Se extirparon las hipófisis, y tras separar la neurohipófisis, cada mitad de la
adenohipófisis se dividió en dos partes iguales con una hoja de bisturí estéril.
Cada cuarto de hipófisis se preincubó individualmente en 1 ml de medio Bradbury
(descrito en el apartado 2.1.1.) durante 2 ha 370C en baño, cambiando el medio cada 30 ¡rin.
Transcurrido este tiempo, los cuartos se incubaron durante 20 mm a 370C con 1 ml de medio
nuevo (grupo control) o 1 ml de medio con GRP y/o su antagonista (Leu’3-tp-CH
2NH-Leu
14)
bombesina, dependiendo del experimento. Pasados los 20 ¡rin el medio se centrifugó a3.000
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rpm, 10 mfra, 40C para precipitar cualquier resto celular o de tejido y se abnacenó a ~800C en
alícuotas de 100 ¡tI hasta medir la cantidad de ACTH liberado por RIA.
Al final de cada experimento se pesó cada cuarto de hipófisis para expresar el resultado
final en ng/ml de ACTH por mg de tejido húmedo.
2.1.3. Explantes de adrenal
Se extirparon las glándulas adrenales, se limpiaron de tejido adiposo y con la ayuda
de una hoja de bisturí cada glándula adrenal se dividió en cuatro cuartos.
El medio utilizado en experimentos de explantes de adrenal (medio KRBAG) tiene la
siguiente composición:
NaCí (Sigma, Madrid): 3,488 g/500 ml (118 mM)
KCl (Sigma, Madrid): 0,176 gISOO ml (4,74 mM)
KH
2PO4 (Sigma, Madrid): 0,068 g/500 ml (1 mM)
MgSO1 - 7 H20 (Sigma, Madrid): 0,123 g/SOO ml (1 mM)
CaCI2 - 2 H20 (Sigma, Madrid): 0,187 g/SOO ml (2,55 mM)
Glucosa- 1 H9 (Sigma, Madrid): 1,89 g/S00 ml (11 mM)
Hepes (Sigma, Madrid): 3 g/500 ml
Tras disolver todas estas sales en 500 ml de agua destilada, se ajusta el pH a 7,4 con
NaOH y se añade albumina bovina (Sigma, Madrid; 1,250 g/SOO mí).
Cada cuarto de adrenal se preincubó individualmente en 1 ml de medio KRBAG
durante 2 ha 37
0C en baño, cambiando el medio cada 30 mm. Transcurrido este tiempo, los
cuartos se incubaron durante 1 h a 3Tt con 1 ml de medio nuevo (grupo control) o 1 ml de
medio con GR!’ y/o su antagonista (Leu’3-xp-CH
2NN-Leu”) bombesina, dependiendo del
experimento. Pasado el tiempo de incubación, el medio se centrifugó a 3.000 rpm, 10 mi 4’C
para precipitar cualquier resto celular o de tejido y se almacenó a -80
0C en alicuotas de 50 iii
hasta medir la cantidad de cortícosterona liberada al medio por RíA.
Al final de cada experimento se pesó cada cuarto de adrenal para expresar el resultado
en ng/ml de corticosterona por mg de tejido húmedo.
2.2. Disociados de adenohipófisis
2.2. 1 Cultivo primario de células adenohipofisarias de rata
Antes de extraer las hipófisis es necesario la preparación del medio de cultivo y de los
reactivos que se utilizarán en la disociación.
El medio utilizado en la disociación se prepara a partir de medio DMEM en polvo
(Dulbeccos Modified Eagle Medium; 4.500 mg/l glucosa, sin piruvato sódico, sin NaHCO3;
Gíbco BRL, Life Teclinologies, Barcelona). Para ello se disuelven 1,34 g de medio DMEM en
-105-
Materiales y métodos
polvo y 0,3 g de Mepes (Sigma, Madrid) en 100 ml de agua miiíQ estéril. Este último se añade
para mantener el pH del medio mientras las células permanecen fuera del incubador. Tras
ajustar el pH a 7,4 con NaOI-f se añadieron 0,25 g de albúmina bovina (Sigma, Madrid).
Además es necesario preparar tres soluciones:
Desoxirribonucleasa <DNAsaU
Se preparan alicuotas de DNAsa (Sigma, Madrid) de concentración 10 pg/ml en agua
miliQ. En el momento del cultivo se diluye cada alícuota 100 veces en medio DMEM.
Tripsina
:
A partir de tripsina (Sigma, Madrid) se prepara una solución de 10 ml de concentración
0,4% (p/v) en medio DMEM. A esta solución se le añadieron 20 pl de la solución de ONAsa
anteriormente preparada. !‘osteriormente se esterilizó esta solución através de un filtro estéril
(Millex GS 0,22 pm, Míllipore, Madrid).
Inhibidor de trinsina
Se preparan alícuotas de 1 ml de inhibidor de tripsina (Sigma, Madrid) de
concentración 3 mg/ml. En el momento del cultivo se diluye cada alícuota 10 veces en medio
DMEM. A esta solución se le añadieron 10 pl de la solución de DNAsa anteriormente
preparada. Al igual que la tripsina, la solución de inhibidor de tripsina se esterilizó a través
de un filtro estéril.
En cada cultivo se utilizaron 8-10 hipófisis. Primero se decapitaron los animales para
extraer la adenohipófisis de la base del cráneo en condiciones estériles. Tras separar la
neurohipófisis, se troceó la adenohipófisis con una hoja de bisturí estéril y los fragmentos se
incubaron en la solución de tripsina anteriormente preparada durante 20 mm en baño con
agitación, para facilitar la acción de los enzimas. Tras centrifugar a3.000 rpm, 10 mm, 150C,
se retiró el sobrenadante y se añadieron 10 ml de la solución de inhibidor de tripsina
anteriormente preparada. Los fragmentos de hipófisis se pasaron entonces con la solución de
inhibidor de tripsína a través de una pipeta de 5 ml con una punta de pipeta de 1 ml en su
extremo durante 10 ¡rin. Transcurrido este tiempo las células ya dispersadas se filtraron a
través de un filtro de 100 ¡tm (Falcon, Beckton Díckínson Labware, MA, Estados Unidos), y la
suspensión celular se centrifugó a 3.000 rpm, 10 mm, 150C. Posteriormente se decantó el
sobrenadante y se suspendieron las células en un volumen pequeño de medio de cultivo
liquido (DMEM sin piruvato sódico, con 4.500 mg/l glucosa, con piridoxina; Gibco BRL, Life
Technologies, Barcelona) suplementado con 100/, de suero bovino fetal activado (Reactiva,
Barcelona) y 1% de una solución de antibióticos (Penicilina 1.000 hl/mí y Estreptomicina
10.000 pg/ml; Bio-Whittalcer, Bélgica). Se contó el número de células en cámara de Newbauer
y se sembraron las células en placas de 24 pocillos especiales para cultivos primarios (Palcon,
Beckton Diclcinson Labware, MA, Estados Unidos), a una densidad de 200.000-250.000
células/pocillo en 0,5 ml de medio por pocillo. El volumen final de medio en el que hay que
resuspenden las células se calcula de la siguiente forma:




0 células totales/n0 células por pocillon0 pocillos que pueden llenarse
n0 pocillos que puedan llenarse-O,5 ml= volumen de medio en el que se
resuspenden las células
Los cultivos se mantuvieron en un incubador durante 4 días con una concentración
de CO
2 de 5%. Al cuarto día, las células ya se habían adherido al fondo de la placa, estando
preparadas para realizar los experimentos (figura 1-4).
FIGURA 14
Cultivo primario de células adenohipofisadas de rata
(a) (1,)
2.22. Experimento de secreción de ACTH
El día del experimento se sacaron las células del incubador, se aspiró el medio de
cultivo y se añadieron 0,5 ml de medio DMEM preparado este mismo día a partir de DMEM
en polvo de la misma forma indicada en el apartado 2.2.1. Las células se incubaron en este
medio durante 1 h en baño a37
0C. Posteriormente se aspiró elmedioy se añadió aunade las
placas 0,5 ml de medio Bradbury con una concentración de Ca2~ 1,5 mM (preparado de la
forma indicada en el apartado 2.1.1) y a la otra placa 0,5 ml de medio Bradbury con baja
concentración de Ca2 (preparado de la forma indicada en el apañado 2.1.1. pero añadiendo
5,6 mg/l de ClCa
2 (38 pM) y 18,42 mg/l de Na2EDTA (SO ¡tM>, de modo que la concentración
final de Ca
2 es 200 nM>. Tras un periodo de preincubación de 30 mm a 37<>C, se aspiró el
(a) Aspecto quepresentan los corticotrofos después del proceso de disociación. (¿4 Morfología de los
corticotrofos después de cuatro días en cultivo.
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medio, se añadieron 0,5 mide medio nuevoy las células se preincubaron durante 30 mm más
a esta misma temperatura. Tras estos dos períodos de preincubación, se aspiró el medio y se
añadió auna de las placas medio nuevo (Ca” 1,5 mM) sin GRP (grupo control> y con distintas
concentraciones de UR?. A la otra placa se añadió medio nuevo (Ca2~ 200 nM) sin GRP (grupo
control) y con distintas concentraciones de GRP. Las células se incubaron en estas
condiciones durante 30 mm. Tras este tiempo, se centrifugó el medio de cada pocillo a 3.000
rpm, 10 miii, 40C, para precipitar cualquier resto celular y se guardó a .-800C en alícuotas de
100 ¿fi hasta su análisis por PlA-
Cada tratamiento se realizó por cuadruplicado y cada experimento se repitió dos veces,
obteniendose en ambos casos el mismo resultado.
3. Procedimientos quirúrgicos
3.1. AdministracIón intracerebroventricular
La administración icv se efectué después de proceder a la canulación crónica del
ventrículo lateral derecho del cerebro. Para ello, se anestesiaron las ratas con Equitesin (3
ml/kg; intraperitoneal). Este tipo de anestesia presenta varias ventajas, como son su rápida
inducción y eliminación, además de la baja mortalidad que produce en las ratas.
Su composición es la siguiente:
-21,25 ml de hidrato de cloral (Sigma, Madrid> disuelto en 49,4 mIde etanol absoluto.
Añadir a esta solución secuencialmente:
- 4,86 g de pentobarbital sódico disueltos en 21 ml de agua destilada (o 24,3 ml de
pentobarbital sódico comercial al 20% (Euta-Lender, Laboratorios Normon, Madrid)
- 198 mide 1-2 propilenglícol (Panreac, Madrid)
- 10,63 g de SO
4Mg (Sigma, Madrid) disueltos en 50 mIde agua destilada
- Completar hasta 500 ml con agua destilada.
Una vez anestesiadas, las ratas se colocaron en un aparato de cirugía estereotáxica
(David Kopf lnstruments, Tujunga, California, Estados Unidos) con la barra de incisivos
colocada 2,4 mm por debajo del plano horizontal. Posteriormente se implantó una cánula de
acero inoxidable de tamaño 23 G en la. siguiente posición: 1,4 ¡nm lateral (hacia la derecha)
con respecto al bregma (cuya posición es 0,0 mm anterior/posterior) y 3,2 mm ventral (hacia
abajo), de acuerdo con el atlas de Kónig y Klippel (figura 15). La cánula quedó fijada al cráneo
con cemento dental (RR SeIS-cure acrylíc repair material, Dentsply Limited De Trey Dívision,
Surrey, Inglaterra). Para facilitar esta fijación, se hicieron tres pequeños orificios, situados por
encima y por debajo de la posición de la cánula, sobre los cuales se colocaron tres pequeños
tornillos de acero inoxidable. Durante los cinco dias siguientes a la operación, los animales





experimentos en los que se midieron ambas hormonas se realizaron entre las 9 00-13 00 h
4. Modelo experimental de estrés: estrés por restricción de movimientos
Las ratas, sin anestesiar, se metieron en cilindros de metacrilato (tamaño interno 16
x 5 x 5,3 cm> con agujeros para que pudiesen respirar y se cerraron por su parte posterior para
impedir que se moviesen o saliesen. Tras permanecer en esta posición durante 15 ¡rin, los
animales se sacaron de los cilindros y fueron sacrificados.
5. Medida de ACTH y corticosterona por radioinmunoensayo
El RíA es un método muy empleado en la medida de hormonas. Consiste en la adición
a una muestra (plasma o medio de cultivo) que contiene una cantidad desconocida de
hormona, de una cantidad conocida de anticuerpo frente a dicha hormona y una cantidad
conocida de hormona marcada radiactivamente. La hormona de la muestra compite con la
hormona marcada radiactivamente para unirse al anticuerpo (figura 17). Posteriormente la
hormona no unida se elimina y se mide la cantidad de hormona marcada radiactivamente
unida al anticuerpo. A mayor cantidad de hormona en la muestra, menor cantidad de hormona
marcada se habrá unido al anticuerpo y menor radiactividad tendrálamuestra,y al contrario.
La cantidad de hormona en la muestra se calcula extrapolando los resultados del ensayo
(cuentas por minuto de radiactividad o cpm) a partir de una curva patrón (logaritmo de la
concentración de hormona estándar en abscisas frente a cpm obtenidas para cada
concentración de hormona estándar en ordenadas).
FIGURA 17













la cantidad de hormona presente
en la muestra se mide en función de









La principal ventaja del radioimnunoenayo es su sensibilidad, ya que permite medir
niveles de hormonas muy bajos (del orden de picogramos). Su principal inconveniente es la
falta de especificidad del anticuerpo, que en ocasiones puede presentar reacciones cruzadas
con otros metabolitos u hormonas de estructura química parecida. En nuestro caso, este
problema se evitó mediante el uso de anticuerpos comerciales de gran especificidad.
5.1. Radioinxnunoensayo de ACTH
51.1. Obtención de la muestra
Para la obtención de plasma, las ratas se decapitaron y la sangre troncal se recogió en
tubos de Na2EDTA (Sarstedt, Barcelona) colocados en hielo. En aquellos animales en los que
se implantó un catéter en la vena yugular, la sangre se recogió en tubos hepariizados
(Sarstedt, Barcelona) que se colocaron inmediatamente en Lelo. Se centrifugaron los tubos
a 3.000 rpm, 20 min, 4
0C para separar el plasma de la fracción celular de lasangreyel plasma
se almacenó en alícuotas de 300 ál a -800C hasta su análisis.
En el caso de los explantes de hipotálamo e hipófisis, explantes de hipófisis y
disociados de adenohipófisis, el medio de cultivo se almacenó en alícuotas de 100 gl a -80’C
hasta su medida por RíA.
£ 1.2. Ensayo
La medida de ACTI-1 se realizó siguiendo el método de Arts y cois. (1985) con ligeras
modificaciones.
Los tampones utilizados fueron los siguientes:
Tampón fosfato 0,01 M, pH7,4 con Polietilenglicol (PEG~
Se utilizó para diluir los anticuerpos. Contiene:
- 0,1% (p/v) de albúmina sérica bovina (Sigma, Madrid)
- 0,1% (p/v) de Na
2EDTA (Sigma, Madrid)
- 0,1% (y/y) de Tritón X-l00 (Sigma, Madrid)
- 6% (p/v> de Polietilenglicol 6.000 (Fluka, Sigmw Madrid)
Tampón fosfato 0,01 M. pH=7,4 sin PEG
Se utilizó para diluir la curva estándar, la hormona marcada radiactivarnente y la
muestra, en el caso de los explantes de hipófisis y de hipotálamo e hipófisis, ya que tanto las
muestras de plasma como el medio de cultivo de los disociados de adenohipófisis no se diluye.
Contiene:
- 0, l’Y¿ (p/v) de albúmina sérica bovina (Sigma, Madrid)
- 0,1% (p/v> de Na2EDTA <Sigma, Madrid)
- 0,1% (p/v) de Tritón X-100 (Sigma, Madrid)
Para preparar tampón fosfato 0,01 M, pH 7,4 se preparan dos soluciones de fosfato
disódico 0,01 M y fosfato monosódico 0,01 M a partir de fosfato disódico y monosódíco
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comercial (NaHPO<2H O y NaH.PO<I-1O, Merck, Darmstadt, Alemania>. Sobre la solución de
fosfato disódico se añade el monosódico hasta que el pH sea 7,4. Se toma una cantidad de la
mezcla tamponada, a la que se añade con agitación suave los correspondientes reactivos.
Ambos tampones se conservan a 4<’C.
Es importante destacar que todo el RíA se realiza en hielo, para evitar la posible
degradación de ACTH.
Para preparar la curva estándar se utilizó ACTH (1-39) de rata (Sigma, Madrid) diluido
en agua destilada a una concentración de 256 pmol/ml. Esta solución debe guardarse a -
80’C.
En el momento de realizar la curva de calibrado, se diluye la solución inicial 1:10, para
lo cual se toman lOO pl y se añaden 900 pl de tampón sin PEO, con lo que se obtiene una
diluciónfinalde 1.280 fmoles/50 pl. Se llevaacabo otradilución 1:10, paralo cualse toman
100 pl de la solución de 1.280 fmol/50 pl y se añaden 900 pl de tampón sin PEG,
obteniéndose una dilución final de 128 fmol/50p1. A partir de aquí se hacen diluciones
seriadas para obtener las siguientes diluciones (expresadas en fmol/50 pl) : 64, 32, 16, 8, 4,
2, lyO,5.
A cada tubo (Tubos RíA, Sarstedt, Barcelona) se añadió el volumen necesario de
muestra problema o 50 pl de estándar. El volumen de muestra problema que se añade en cada
tubo depende del tipo de experimento a analizar y es el siguiente:
- 50o75 pl de plasma (75 pl en el caso de esperar encontrar bajos niveles de ACTH en
la muestra)
-50 pl de medio de cultivo de explantes de hipófisis (diluido 6 veces) y explantes de
hipotálamo e hipófisis (diluido entre 12 y 3 veces, dependiendo de los niveles de ACTH
que se espere encontrar en la muestra)
- 75 pl de medio de cultivo de disociados de adenohipófisis
Posteriormente se añaden 50 pl de una solución que contiene primer anticuerpo frente
aACTH (lgG-ACTH 1, IgO Corporation, Nashville, Estados Unidos) previamente titulado para
obtener una unión máxima del 20% aproximadamente, y 10 pl de 2l~ACTH (Arnersham,
Madrid; 2.000 Ci/mmol, 6.000-8.000 cpm/tubo). La solución de primer anticuerpo y de
hormona marcada se preparó de la siguiente forma:
Primer anticuerpo
:
Se preparajusto antes de añadirlo. Para 50 tubos, las proporciones necesarias son:
- 50 pl de una solución de primer anticuerpo. Esta solución se prepara a partir de
anticuerpo liofilizado comercial disuelto en 1 mIde tampón fosfato 0,01 M, pl-W7,4 y
se guarda en alícuotas de 50 pl a -20”C.
- 10 pl dr aprotinina (Boehringer-Mannheim, Barcelona) de concentración 0,5% (p/v)
- 2440 pl de t~unpón con PEO
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Hormona marcada <I2~ l-ACTH
)
Se prepara también en el momento. La hormona marcada comercial se diluye en 1 ml
de agua destilada y se guarda en alicuotas de 50 pl. En el momento del experimento cada
alicuota se diluye en la cantidad de tampón sin PEG necesaria obtener entre 6.000 y 8.000
cpm/10 ¡tí.
Los tubos se incubaron entre 48 y 72 h a 40C. Posteriormente, para precipitar el
complejo antígeno anticuerpo se añadió a cada tubo 10 pl de una solución de segundo
anticuerpo (lgG—GARGG, IgG Corporation, Nashville, Estados Unidos).
La solución del segundo anticuerpo se preparajusto antes de añadirlo. Para 50 tubos,
las proporciones necesarias Son:
- 200 pl de una solución de segundo anticuerpo. Esta solución se prepara a partir de
anticuerpo liofilizado comercial disuelto en 2,5 ini de tampón fosfato 0,01 M, pH7,4
y se guarda en alicuotas de 200 pl a -200C
- 30 pl de suero normal de conejo (NRS; Sigma, Madrid)
- 270 pl de tampón con PEG
Tras una incubación de 3 horas a 40C para ayudar a la precipitación del complejo
antígeno-anticuerpo, se añadió a cada tubo 400 pl de una solución de PEG 6.000 6% en
tampón fosfato 0,01 M, pH7,4 y se centrifugaron a 3000 rpm durante 25 mm a 40C.
Posteriormente se decantaron los tubos y se contó el precipitado (que contiene el complejo
antígeno-anticuerpo) en un contador gamma (Packard, Pacisa, Madrid) - El resultado se obtiene
en fmol/50 pl. Mediante un programa de ordenador (Graph Pad Ptism para Windows, versión
1.03, 1994) se calculó la cantidad de ACTH por tubo en función de las cpm obtenidas y
extrapolando los resultados a partir de la curva estándar. Los valores de ACTH de cada
muestra se expresan en distintas unidades en función del tipo de experimento:
-Medida de ACTH en plasma: pmol/l
-Medida de ACTH en explantes: ng/mi ACTH/mg tejido húmedo



























SOpí SOpí 5Oul 50111
fls~.AcrH lOpí lOpí tOp1 lOpí lOpí
Segunda
anticuerpo
IOn1 lOpí LO».] lOpí
PBG ~.QOO6% 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl
AL Cuentas totales (deben estar entre 6000-8000 cpm)
NSB: Unión no específica (debe ser menor del 1 0% de las cuentas totales)
Bo: Unión máxima (debe ser igual o mayor del 20% de las cuentas totales)
5.2. Radioinmunoenayo de corticosterona
5.2.1. Obtención de la muestra
El plasmase obtiene como se describe en el apartado 5.1.1.
En el caso de los explantes de adrenal, el medio de cultivo se almacenó en alícuotas
de 50 pl a -800C hasta su análisis.
5.2.2. Ensayo
La corticosterona se midió siguiendo el método de Armario y Castellanos (1984) con
algunas modificaciones.
El tampón utilizado para el radioin.munoensayo es tampón fosfato 0,01 M, pH7,4,
conteniendo 0,1% de gelatina y 0,9% de NaCí. Para ello se prepara tampón fosfato 0,01 M
pH=7,4, como se describe en el apartado 5.1.2. Se toma una cantidad de la mezcla
tamponada, a lo que se añade con agitación suave y calentando, gelatina (0,1%> y NaCí (0,9%) -
Se conserva a 40C.
Para preparar la curva estándar se utilizó corticosterona de rata (Sigma, Madi-id),
diluida en etanol absoluto a una concentración de 0,5 mg/ml y almacenada a -800C. Se
toman 20 pl de esta solución y se añaden 980 pl de etanol. De esta solución se toman 16 »1,
se evaporan en corriente de N
2, y se resuspende en 2 ml de tampón. Este punto representa
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una concentración de 8.000 pg/ 100 ul y a partir de él se hacen diluciones en tampón RíA de
4.000, 2.000, 1.000, 500, 250, 125,62,31 y 15 pg/ 100 pl.
A cada tubo se añadieron 100 pl de plasma diluido 20 veces en tampón RíA o 100 pl
de medio de cultivo de explantes de adrenal (diluido 25 veces) 100 pI de estándar.
Posteriormente se añade, tanto a las muestras como a la curva estándar, 100 pl de una
solución de tripsina (1 mg/mi en tampón RíA; Boebrínger Mannheim, Barcelona), incubando
la mezcla durante 1 h a temperatura ambiente. Este paso tiene como finalidad liberar la
corticosterona de las proteinas plasmáticas a las que se encuentra unida. Tras inactivarse esta
reacción enzimática con 100 pl de una solución de inhibidor de tripsina (1,25 mg/mi en
tampón RíA; Boehringer Mannheim, Barcelona), se añade a la mezcla, en hielo, 100 pl de
anticuerpo frente acorticosterona(Bioclin, Cardiff, Reino Unido) y 100 pl de ~H-corticosterona
(Amersham, Madrid; 88 Ci/mmol, 5.000-7.000 cpm/tubo).
La solución de anticuerpo se prepara a partir de anticuerpo liofilizado comercial
disuelto en 1 ml de agua destilada y 9 ml de tampón RíA. Se hacen alícuotas dc 500 iii, que
se diluyen 10 veces (titulación 1:1000) en el momento del ensayo. Esta titulación es la
adecuada para conseguir una union máxima del 20%.
La solución de hormona marcada (3H-corticosterona> se prepara en el momento del
experimento, diluyendo 2 pl de hormona marcada comercial en 25 ml de tampón RíA,
proporción necesaria para obtener entre 5.000 y 7.000 cpm/ 100 pl.
Tras 16-24 h de incubación a 4”C, se separa el complejo antigeno-anticuerpo
añadiendo acada tubo 500 pl de una solución de carbón activo al 1% en tampón RíA frío. Esta
solución debe agitarse previamente durante 30 ¡rin hasta su perfecta disolución. Los tubos
se incuban en frío con esta solución durante 10 mm y se centrifugan a 3.000 rpm, 10 mm,
40C. A continuación se recoge el sobrenadante (que contiene el complejo antígeno-anticuerpo),
se le añade 3 ml de liquido de centelleo (Cocktail Biogreen 1, Reactivos Scharlau, Madrid) y
se cuentan los tubos en un contador beta de centelleo liquido (Packard, Pacisa, Madrid). El
resultado se obtiene enpg/ 100 pl. Mediante un programade ordenador (Graph Pad Prismpara
Windows, versión 1.03, 1994) se calculó la cantidad de corticosterona por tubo en función de
las cpm obtenidas y extrapolando los resultados a partir de la curva estándar. Los valores de





Tabla-resumen de los reactivos a añadir en el radlolnnmnoensayo de corticosterona





















Tflpsin 100 ¡tI 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Inhibidor trlpslna 100>41 100 pl 100 pl 100>41 100 pl
Anticuerpo. (1 100 ¡tI 100 ¡tI 100 pi 100 ¡tI
311-corticosteroua 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Carbón. activo 1% 500 pI 500 pl 500 pI 500>41
(*) en su lugar se añaden 100 pl de tampón
Al: Cuentas totales (deben estar entre 5.000-7.000 cpm)
NSB: Unión no específica (debe ser menor dell 0% de las cuentas totales)
Bo: Unión máxima (debe ser igual ó mayor del 20% de las cuentas totales)
6. Hibridación in situ
6.1. Prepanción del tejido
El día del experimento los animales se sacrificaron sacrificados por decapitación y los
cerebros e hipófisis fueron rápidamente extraídos y congelados sobre hielo seco.
Posteriormente se guardaron a - 800C hasta ser cortados.
Para realizar los cortes en criostato, tanto los cerebros como las hipófisis fueron
embebidos en gel criogénico (Tissue Teck, Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude, Holanda)
sobre placas de criostato (Bright lnstruments, Londres, Inglaterra). Se cortaron secciones
coronales de 20 gm de grosor montándose sobre portaobjetos gelatinizados libres de ARNasas.
Estos portaobjetos fueron tratados con una solución de gelatina 3 % y sulfato crómico de
potasio 0,025% en agua libre de ARNasas tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).
Los cortes obtenidos se secaron sobre placa caliente (370C) y se guardaron a -800C
hasta el día del ensayo.
Los cortes cerebrales (ocho portaobjetos por núcleo cerebral; dos secciones por cada
portaobjetos> y las secciones de hipófisis <cuatro portaobjetos por hipófisis; seis secciones por
portaobjetos) se obtuvieron de forma seriada siguiendo el atlas de Paxinos y Watson, con el
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fin de estudiar secciones rostrales y caudales en un mismo portaobjetos.
En este trabajo se estudió a nivel cerebral el NPV y NVM del hipotálamo (figura 18) y
los lóbulos anterior e intermedio de la hipófisis.
FIGURA 18




Los colores representan los distintos nflcleos cerebralesansi izados, (a) Núcleo accurnbens (color verde;
estudios de neuroqaimica). (b) Núcleo suprcquiasmático (color amarillo; estudios de nearoquimicaj (o)
Núdeo paraventriailar (color azul; estudios de neuroquimica e hibrídacúin in siti4 Cd) Núcleo arqueado
(color rojo oscuro; estudios de net¿roq-uímica) y nflcleo ventromedio.1 (color rojo daro; estudios de
híbhdación in situj
(Tomado delatlas defoxínos y Watson, 1986).
Debido al pequeño tamaño del NPV, para su localización exacta fue necesario utilizar
métodos de tinción y observación microscópica. El colorante utilizado fue azul de toluidina
(Fluka, Sigma, Madrid) a una concentración de 0,1% (p/v> en acetato sódico O,lM pH6,5.
6.2. Hibridación iii sttu
62. 1. Marcaje de sondas de oligonucleótidos
Los oligonucleótidos utilizados en los experimentos de hibridación in situ contenían 48
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bases complementarias a la secuencia de los genes de PENK (NEN-Dupont, NEP-502, Madrid>,
CRF (NEN-Dupont, NEP-554, Madrid) y POMC (Advanced Biotechnology Center, Charing Cross
y Westminster Medical School, Londres, Inglaterra).
Las secuencias 5 3’ de los respectivos oligonucícótidos (número de bases en







Los oligonucícótidos se marcaron usando terminal transferasa de timo de cordero
(Boebringer Mannheim, Barcelona), para añadir una cola ¿55 desoxiATP (actividad específica
‘l.OOOCi/mmol; Amersham, Madrid) al extremo 3 en presencia de CoCk y tampón Tris Cl
H/cacodilato potásico (Boehringer Mannheim, Barcelona).
La mezcla de la reacción se llevó a cabo tal y como se indica en la tabla 17?
TABLA 17
Esquema de los reactivos a añadir en la reacdón de marcaje de distintas sondas de
oligonucleátidos
Tamp6nSX(*} 10>41 10>41 lOpí
(25 s~!!.I 5 pl 5>41 5 »l
Oligonucleótldo 5 pl 5 ~1 1 »1
taSsadA?P 5p1 5>41 5>41
Terminal 1>41 1>41 1>41
rransrerasa
H2Oest6dl 24>41 24>41 24>41
Volumenfinal 50>41 50>41 SOpí
1 PENIt 1 CRE ¡ POMC
(é) La composición del tampón SXes la siguiente: cacodilatopotásico 1 Al, tampón
albúminn de suero bovino 1,25 mg/ml.
Ths Cl 1-II 25mMpH6, 6,
La reacción se llevó a cabo a 37
0C durante 60 ¡rin. Se añadieron 12,5 unidades
adicionales (0,5 pl) de de terminal transferasa trancurridos los primeros 30 mm con el fin de
incrementar la incorporación de nucleótido radioactivo. Lareacción se paralizó añadiendo 400
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pl de tampón Tris Cl H/EDTA pH=7,4 (1 ml Tris Cl 1 M, pH7,6; 0,5 mi Na.2 EDTA 0,2 M,
pH7,8; 98,5 ml agua DEPC) y 5 pl de ARNt de levadura (10 mg/nl; Boehringer-Mannheim,
Barcelona) -
Los oligonucícótidos fueron entonces extraídos con 450 pl de una solución de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (Sigma, Madrid). Tras añadir esta solución, se
centrifugaron los tubos a3.000 rpm, 10 mm, 4
0C, se extrajo lafase acuosay se añadió aunos
tubos previamente preparados con 1 ml de etanol 100% y 20 pl de NaCí 4M. Posteriormente
se mezcló por inversión y se incubó a -200C durante un mínimo de 30 min. Pasado el tiempo
de incubación se centrifugó la mezcla a 3.000 rpm durante 30 mm, 40C, se retiró el
sobrenadante y se lavó el precipitado con 200 pl de etanol al 70%. Una vez que se ha secado
el precipitado a temperatura ambiente se resuspende en 100 pl de tampón Tris Cl H/EDTA
pH7,4 con 5 pl de ditiotreitol 1M (Boehringer-Mannheim, Barcelona). La actividad específica
de las sondas se determinó añadiendo 1 pl de sonda a 10 ml de liquido de centelleo (Cocktail
Biogreen 1, Reactivos Scharlau, Madrid) y posterior medida en un contador beta de centelleo
liquido (Packard, Pacisa, Madrid). La actividad específica promedio en los distintos marcajes
fue aproximadamente de 2-7,5- ío3 Ci/mmol. Las sondas se guardaron a -20 <‘C hasta el dia
del ensayo.
6.2.2. Tramientos deprehibridación
Los tratamientos de prehibridación contribuyen a incrementar la sensibilidad del
ensayo. Además, mantienen la morfología celular, reducen la unión electrostática de la sonda
al tejido bloqueando los grupos amino de las proteinas y disminuyen la unión no específica
de la sonda al tejido.
El día del ensayo, las secciones fueron transferidas de -800C a -200C durante 30 mlii
y colocadas sobre papel de filtro. Los portas se dejaron secar en su totalidad a temperatura
ambiente, y se montaron en cubetas de lavado estériles donde se llevaron a cabo los
tratamientos de hibridación.
Las secciones fueron fijadas por inmersión en paraformaldehido (Sigma, Madrid) al 4%
(y/y) en salino tamponado con fosfato (PBS) durante 5 mm, se lavaron dos veces en PBS, y
fueron tratadas con 0,25% (y/y) de anhidrido acético (Sigma, Madrid) disuelto en 0,1 M de
trietanolarnina (Sigma, Madrid; 1, 25 ml de anhídrido acético + 7 mide trietanolamuna en 500
ml de solución salina) durante 10 mm. Tras la acetilación, las secciones fueron deshidratadas
a través de una dilución seriada de lavados en etanol (70%, 1 ¡rin; 80%, 1 mm; 95%, 2 miii
-preparados con H
20-DEPC- y 100%, 1 mm), delipidadas en cloroformo durante 5 miii,
rehidratadas en etanol 100%, 1 mm y 95%, 1 miii y secadas a temperatura ambiente.
6.2.3. Hibridación in situ
La concentración de la sonda marcada usada en nuestros experimentos fue
aproximadamente de 2-3-l0~ cpm/seccíón. Dicha concentración está en concordancia con la
utilizada por otro autores que han estudiado la expresión de genes opiáceos en el cerebro
(Rosen y cols., 1992; Hurd y Herkenham 1992; Hammer y cols., 1993).
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El día de la hibridación, la sonda radioactiva fue descongelada y añadida al tampón de
hibridación que para 20 ‘nl contiene:
- Formamida desionizada 50 % (y/y)
- 4 ml citrato sádico salino (SSO) 4X: Preparado diluyendo SSC 20X cinco veces. SSC
20 X se prepara diluyendo 175,3 g NaCí y 88,2 g de citrato trisódico (Fluka, Sigma,
Madrid> en 800 ‘nl de agua OBPO. Se ajusta a pl-fr7 y se completa con agua OBPO
hasta 11.
- 4 ml Denhardfs 50 >C (siendo la concentración final 1 >Z; Sigma, Madrid>:
Contiene 0,2 g flcoll, 0,2 g albúmina bovina y 0,2 g polivinilpirrolidona.
- 1 ml de una solución de AON de esperma de salmón 10 mg/mi, siendo la
concentración final 500 pg/nil (Boebrunger Mannheim, Barcelona).
- 100 »l de ARN1 de levadura, siendo la concentración final de 250 ¡tg/m1.
- Dextran sulfato 10 0/o (y/y) (Sigma, Madrid).
Esta mezcla fue aplicada sobre el tejido en un volumen de 50 >41, cubriéndose con una
sección equivalente de parafilm manipulado en condiciones estériles. Las secciones se
colocaron en una carcasa humidificada y se incubaron a 3700 durante 16-20 horas.
El proceso de hibridación tiene lugar a una temperatura aproximadamente 200C
inferior a la temperatura de fusión. Nuestra experiencia es que la incubación a 3700 produce
unos excelentes resultados con todas las sondas utilizadas.
6.2.4. Postbibridación
Tras la incubación, el parafllm se retiró lavando individualmente los portas en SSO lx
a temperatura ambiente. Las secciones se colocaron en una cubeta de tinción con SSC lX
(precalentado a 5500) y fueron lavadas durante 15 mm. La cubeta se introdujo en un baño de
agua con oscilación a 55~C. Este procedimiento se repitió 4 veces, cambiando las solución de
SSO IX cada vez. Tras los lavados a alta temperatura, lan secciones se lavaron dos veces en
SSC lx durante 30 miii, una vez en agua destilada y se secaron al aire.
6.2.5. Autorradiografia
Todos los procedimientos autorradiográficos fueron llevados a cabo en un cuarto
oscuro con filtros de seguridad de luz roja para obtener claridad de fondo óptima en los
autorradiogramas.
Los portaobjetos completamente secos se colocaron en casetes de autorradiograflay
se expusieron a una pelicula autorradiográfica (Kodak BioMax MR-l, Amersham, Madrid>.
Los tiempos de exposición fueron determinados experimentalmente para cada gen y
cada región del estudio resultando ser diferentes para cada caso (tabla 18).
El revelado de las peiculas autorradiográficas fue llevado a cabo de forma manual. Los
autorradiogrannas se incubaron 1 ¡rin en revelador Kodak GBX a 2000, lavados en agua
destilada durante 30 seg y tratados con fijador Kodak GBX a 2000 durante 5 mm.
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Posteriormente se lavaron de forma continua en agua de grifo y se secaron al aire.
TABLA IB















7. Determinación de serotonina en distintas regiones cerebrales
7.1. Preparación dcl tejido
El tejido se preparó de la misma forma descrita en el apartado 6.1: Se realizaron cortes
cerebrales de 600 pm de espesor de las siguientes regiones cerebrales: ACO, ARC, NSQ y NPV
en un criostato, siguiendo el atlas de Paxinos y Watson, a una temperatura de ~1000 (figura
la).
Los núcleos mencionados anteriormente se díseccionaron siguiendo una modificación
del método de Palkovits (Palkovits, 1973) descrito por Lookingland y Moore (1984). Para ello
se hizo incidir perpendicularmente sobre los cortes congelados sobre hielo seco una aguja de
0,5 aun de diámetro que había sido enfriada previamente en hielo seco, de manera que se
obtuvo una pequeña muestra de tejido que quedó en el interior del tubo (figura 19). Mediante
la inserción de un alambre en su interior, se extrajeron las muestras de tejido, que se
colocaron en 100 gí (ACC) y 50 pI (ARC, NSQ y NPV) de una solución tampón HPLC (fosfato
sódico d.libásico (Sigma, Madrid) 7,1 g (0,05 M), ácido cítrico (Sigma, Madrid) 6,5 g (0,03M) en
11 de agua 1IPLC pH =2,75 conteniendo 15% de metanol), y se guardaron a -200C hasta su
análisis.
7.2. Medida de serotonina por cromatografía líquida de alta resolución <HPLC)
El día del ensayo se centrifugaron las muestras a 10.000 rpm, 30 segy posteriormente
se sonicaron en tres sesiones consecutivas de 5 seg cada una, auna potencia de 30W (Sonics,
Vibracelí, Estados Unidos). Se extrajo el sobrenadante tras 2 miii de centrifugación y se
completó e] volumen a 100 pl en el caso del ACO ya 70 pl en el caso del ARC, NSQ y NPV. A
continuación se inyectó un volumen de cada muestra en un cromatógrafo (modelo Sbimazdu
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SIL-lOA, refrigerado a 30C) con detector columétrico electroquímico ESA Colouchem II. La
fase móvil utilizada consistió en una solución tampón (fosfato sódico dibásico (Sigma, Madrid)
7,1 g (0,05 M), ácido cítrico (Sigma, Madrid) 6,5 g (0,03M), Na
2EDTA 0,1 mM (Sigma), octil
sulfato sódico (Sigma) 0,0400/, en 11 de agua HPLC pH =2,75 conteniendo 25% de metanol).
Para la separación de las catecolaininas e indolaxn.inas se utilizó una precolumna y una
columna Cia nucleosil (Scharlau, Madrid).
FIGURA 19




(afRo/o una lupa, y ,n.anteniendoel tejido congelado sobrehielo seco, se sujeta la aguja en ángulooblicuo
y se colocasu punta sobre el núcleo cerebral que se xi a disecclonar. (b) Cuando lapunta de la aguja
está sobrelaregiónadecuada, sepresionasobreel tejido verticalmentepara obtener el núcleo. (c)Aspecto
quepresentan los secciones cerebrales después de ¡a disección.
Para la medida del contenido 5-HT de las muestras se comparó la altura de los picos
obtenidos tras inyectar la muestra con la altura de los picos correspondientes a las muestras
estándar según lo descrito por Chapin y cols. (1986) y Lindley y cols. (1990). Para ello se
prepararon estándares de concentración conocida (500 pg/S0 pl) de 5-HIAA, 5-HT, OOPAC,





500 veces (100 ng/SO pl). Para llegar a la concentración final de 500 pg/50 pl, se diluyen 50
jil de la última dilución de cada estándar en 9,75 ml de tampón I-IPLC.
7.3. Medida del contenido de proteína en los núcleos cerebrales diseccionados
La proteína se midió siguiendo el método descrito por Lowry y cols. (1951). Se
añadieron 100 pl de NaOH 114 alas muestras y se sonicaron ala máxima potencia hasta que
el tejido quedó totalmente homogenizado. A continuación se añadió a cada tubo 1 ml de una
solución de Na,2003 (20 g/l; Sigma, Madrid) ¡CuSO., (10 g/l; Sigma, Madrid) ¡Tartrato NaK(20
g/l; Sigma, Madrid> en una proporción 100:1:1 - Al cabo de 10 min se añadió 100 pl del reactivo
de Folin (Sigma, Madrid) diluido a la mitad, mezclándolo todo por agitación. Transcurridos al
menos 30 min se procedió a la medida de la absorbancia en un espectrofotómetro a 700 nM.
Los resultados obtenidos por HPLC en cada muestra se compararon con la absorbancia
obtenida, que se determinó extrapolando los valores de absorbancia obtenidos en una curva
estándar de diferentes concentraciones de albúmina sérica bovina (50 pg/ 10 pl, 25 pg/ 10 pl
y 12,5 pg/l0 pl; Sigma, Madrid). Los datos finales se expresaron en ng/mg proteina.
8. Análisis estadístico de los resultados
Las posibles diferencias entre los distintos grupos experimentales se analizaron
estadisticamente mediante un programa de ordenador (Sigma Stat para Windows, versión 1.0,
1992- 1994)
Las diferencias entre dos grupos se analizaron mediante el test de t-Student.
Las diferencias entre más de dos grupos se estudiaron empleando el análisis de
varianza (ANOVA) de una via (cuando existía un sólo tratamiento) o de dos vías (cuando
exístian dos tratamientos), seguido por el test de Newman-Keuls en el caso de observar





L Acción reguladora de GRP sobre el eje hipotálamo-
hipófisis-adrenal
ESTUDIOS 11< VITRO
Como se describe en laintroducción del presente trabajo, existen estudios preliminares
sobre el efecto de GRP en la liberación de ACTH y corticosterona/cortisol en distintos animales
de experimentación y en humanos (Knigge y cols., 1987; Sander y Thomas, 1991; Olsen y
cois., 1992). Sin embargo, estos autores no profundizan en algunos aspectos, como son las
dosis y los tiempos a los que GRP ejerce su efecto> así como el mecanismo de acción y el lugar
exacto del eje UHA sobre el que GRP puede ejercer su acción, y su función en la regulación
de estas hormonas en situación basal y de estrés. Por ello, y como primer paso para llegar a
un mejor conocimiento del papel de GRP en la regulación del eje HHA, se estudió el efecto de
distintas dosis de este neuropéptido sobre la liberación de ACTH y corticosterona a los tres
mveles del eje, en distintas preparaciones de hipotálamo, hipófisis y adrenal. Posteriormente
se han realizado dos tipos de estudios en estas mismas preparaciones, encaminados a
investigar la posible función fisiológica de GRP y la mediación de su receptor sobre la
liberación de ACTH y corticosterona. Por último, y con el fin de determinar si la liberación de
ACTH inducida por GRP a nivel hipofisario es dependiente de calcio, se ha estudiado el efecto
de distintas concentraciones de GRP sobre la liberación de esta hormona tanto en condiciones
fisiológicas (concentración de calcio extracelular 1,5 mM) como en concentraciones bajas de
calcio extracelular (200 nM).
1. Efecto de GRP sobre la liberación de ACTH y corticosterona, en explantes de
hipotálamo e hipófisis, hipófisis y adrenal
Como se muestra en la figura la, GRP provoca de fonna dosis dependiente la secreclon
de CRF bioactivo en hipotálamos aislados, es decir, la liberación de CRE se estima midiendo
el ACTH liberado a partir de explantes de hipófisis incubados en el medio en que habian sido
mcubados los hipotálamos. Asimismo, este péptido es capaz de aumentar la liberación de
ACTHy corticosteronaen explantes de hipóflsisyadrenal (figura 1 hy c~. Mientras que anivel
hipotaláinico fueron necesarias concentraciones relativamente bajas de GRP para producir
este efecto (1 y 10 nM), aniveihipofisario y adrenal se requirieron concentraciones más altas
(100 y 1000 nM), encontrándose que el efecto máximo de GRP sobre la liberación de ACTH y






* ~ ‘~ 200200~ * —
~300











FIg.1: Estudio dad s-respaesta del efecto de GRP sobre la secreción de ACTH y
corjicosterona en explantes de hipotálamo e hipófisis, hipófisis s’ adrenal. a) tos
hipotálamos se incubaron con distintos concentraciones de CE?; la Liberación de CRE se estimé
midiendo las concentraciones deACTÍ-! en escplantes de hipófisis incubados con el medio en el que
habían sido previamente incubados los hipotálamos. Los cuartos de hipófisis (b) y los cuartos de
oflrenal (o) se incubaron con distintas concentraciones de GE?. Las columnas repmsentan los
mechas y los ~ineas serticoles 1 ERAl. de los concentraciones de CRE bioactivo, ACTH y
cofticosterona obtenidas a partir de 5-7 determinaciones por grupo.
* valores del grupo tratado con GE? que son significativamente d~ferenles (pcO,05) con respecto al
grupo contra! (ANOVA de una vía seguido del test de Student Newman Keuls).
Liberación basal hipatalámica: 6~ 5±0,5ng/ml CRE bioactivo/rng tejido húmedo; liberación basal
hipofisaria 5,0±0,4ngImlACTl-i/mg tejido húmeda; liberación basal ad renal: a7±0,Sng/rnl
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flg.2~ Estudio dosis-respuesta del efecto del antagonista del receptor de GRP (Ieu”-wp-
CIb-NH.Lsu’
4) bombesina sobre la secreción de ACTH y corttcostnona en explantes de
hipotálamo e hipófisis, hipófisis y adrenal. a) Las hipotál asnos se incubaron con distintas
concentraciones de (Leu>’-.p-Cf-LNM-Leu’4) bombes-ina; laliberación de CREse estimó midiendo las
concentraciones de ACTHen esplantes de hipófisis incubados con el medio en el que habían sido
incubados los hipotólamos Los cuartos de hipófisis (b) y los cuartos de ad renal (c) se incubaron
con distintas concentraciones de (Len’ ~-q+CI-I
2M-l-Leu’
4)bo,nbesina. Las columnas representan las
medias y las lineas verticales 1 ERAI. de las concentraciones de CRE bioactivo, ACTH y
co,ticoslerona obtenidas apartirde 5-8 determinaciones por grupo (ANCA/A de una vio).
Liberación basal hipotalámica: 7,6±1, 1 ng/ml CEE bioactivo/mg tejido húmedo; liberación basal
bipofisariaz 2,8 ±0,2 ng/ml ACTI-f/mg tejida húmedo; liberación basal adrun al: 3,3 ±0, 1 ng/ml
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flg. 3: Estudio del efecto del antagonista del receptor de GRP (Leu’3.w-CILNItLect’) bombesina
sobre la sec,tción de AC’TH y corilcosterona inducida por GP>’ en expiantes de hipotólcano e
hipó~i~ hipófisis y adrenal. (a) Los hipotálamos se incubaron con GE? (100 nM) o CRE (100 nM) y
(Leu’-op-CI-LNH-Leu’9 bombesina (100 nP!» la liberación de CEEse estimó midiendo las concentraciones
deAcEHen es-plantes cJe h4riJisis incubados con el medio en elque habían sido incubadoslos hipotólwnos
Los cuartos de hipófisis (b) y los cuartos de adrenal (c) se incubaron con GE? (100 nM)o CRE (100 nM) y
(Leu”-rp-CI-IíAH-Leu’9 bombesina (100 nfl4 Las columnas representan las ,nedias y las lineas verticales 1
EF M de las concrnt,uciones de CRE bioacticc, ACTH y corticostemna obtenidas a partir de 58
detenninadones por gnipo. * valores del grupo tratado con CRE que son signfficativamente diferentes
(Pc 0,05) con respecto al grupo control y al grupa tratado cal CRE y (Leu’-y-CJ-LIVI-I-Leu’4) borabesina
(ANOVA de una vía seguido del test de Stssdent Newman Keulsf
Liberación basal hipotalámico: 5,5 ±0,8 ng/ml CRE bioactivo/,ng tcjido húmedo; liberación basal
hipoJisaria: 3,6 ±0,5 ng/ml ACFH/nig tejido húmedo; liberación basal adrenal: 3,1±0,6 ng/ml
corticosterona/mg tejida húmedo.
2. Efecto del antagonista del receptor de GRP (Leu’3-w-CH
2NH-Lcu’
4) bombesina sobre la
liberación basal e inducida por GRP de ACTH y corticosterona en explantes de hipotálamo
e hipófisis, hipófisis y adrenal
La adición al medio de cultivo del potente y selectivo antagonista del receptor de GRP
(Leu’3-tp-CH
2NH-Leu’~) bombesina (Severi y cols., 1989) no tuvo efecto sobre la liberación
basal de CRE bioactivo, ACTH y corticosterona en hipotálamo, hipófisis y adrenal
respectivamente (figura 2 a-e). Sin embargo, cuando este antagonista, a una concentración de
100 nM, se añadió al medio de cultivo conjuntamente con GRP (100 nM), sí bloqueó
completamente el efecto estimulador de GRP sobre la liberación de CRE bioactivo, ACTH y
corticosterona, en hipotálamo, hipófisis y adrenal respectivamente (figura 3 a-e).
-1 29-
Resultados
3. Estudio de la implicación de calcio extracelular en ci efecto estimulador de GRP
sobre la liberación de ACTH en disociados de adenohipófisis
En la figura 4 se muestra el efecto que produce la reducción de calcio extracelular
en el medio de cultivo sobre la liberación de ACTH inducida por GRP. En un medio con alta
concentración de calcio (1,5 nM), GRP eleva de forma dosis-dependiente la secreción de
ACTH, siendo esta liberación máxima con una concentración de 100 nM. Sin embargo,
cuando la concentración de calcio en el medio se reduce a 200 nM, GRP no produce ningún
efecto sobre la secreción de ACTH.
400 — - Medio con Ca2~ 1.5 mM
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flg. 4: Estudio de la dependencia del calcio sobre la liberación deACl’Hindr,cida por <WP en
disociadoscelularesde adenohipóJl sis. Tras cuatro dios en cultivo, las células se incubaron con GE?
(1, 10, IOOy 1000 nM) enun medio con alta (1, 5mM) o con baja concentración de calcio (200 nM) durante
30 mía. Los resultados mostrados representan los medias y las líneas verticales 1 E.E.M de dos
expe,imentas hechos por cuodh¡,licado. * valores del grupo tratado can GE? en un medio con alta
concentración de caldo queson sign~ficah vcanente diferentes (P<0,05) respecto a su grupo control (ANOVA
de una vía seguido del test de Stvdent New,nnnKeuls);# valores del grupo tratado con GE? en un medio
con alta concentración de calcio que son significativamente diferentes (P<0,001) respecto al grupo tratado
con GE? en un medio con baja concentración de caldo (test t-Studentj La metodología de lapreporacton
de los disociados se expone en el capitulo de materiales y métodos.
Liberación basal: 21,2±1, Spmol/l ACTÍ-!en medio con alta concentración de calcio; 19,5±¿3, Spmol/l
ACTH en medio con baja concentración de calcio.
ESTUDIOS IN VIVO
En esta segunda parte de estudios se ha llevado a cabo la caracterización de las dosis
y los tiempos a los que GRP estimula la secreción plasmática de ACTH y corticosterona itt
vivo. Asimismo, se ha determinado si GRP ejerce este efecto a nivel central o periférico.
Además, y de forma complementaria a los estudios itt vitra, se ha evaluado la posible función
fisiológica de GRP sobre la liberación de ambas hormonas Por último, y para llegar a un
mejor conocimiento del mecanismo por el cual este neuropéptido activa el eje HHA, se ha
estudiado la implicación del receptor de GRP y de CRF sobre la secreción plasmática de




4) bombesina (Severi y cols., 1989) y u-helical (9-4 1) CRE
(Rivier y cols., 1984b).
1. Efecto de GRP sobre la secreción plasmática de ACTH y corticosterona
II. Dosis-respuesta
Como se muestra en lafigura5 ay b, la administración icv de GRP (1-100 ng/rata)
30 mm antes de la toma de sangre produjo un aumento dosis-dependiente en las
concentraciones plasmáticas de ambas hormonas- El mayor efecto se produce con la dosis
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flg.5: Estudio dosis-respuesta del efecto de la administración intracerebroventricular e
intravenosa de Gil>’ sobre la secreción plasmática deACTHycorticosterona en ratas macho.
(~ b) Las ratas fueron inyectados con GE? (1, 10 y 100 ng/ratcg 5 pl/rata; isv) o su vehículo salino (5
pl! rata; icvf (c, d) Las ralas se inyectaron con las mismas dosis de CRFosu vehículo salino (200pl/rata;
iv). Los animales sedecapitaron 30 mm después de la administración. Las columnas representan las medias
gías lineas verticales 1 LEAl, de las concentracionesdeACTflycorttosterona ollenidasapartirde 5-7
ratas. * valores del gngx’ tratado con GE? que son significativamente dferentes (peo OS) con respecto al














Experimentos hechos en nuestro laboratorio revelan que dosis mayores (1 g) no
producen aumentos mayores que la dosis de 100 ng. Por el contrario, la administración de
las mismas dosis de GRP por vía iv no posee ningún efecto sobre la secreción de ACTH y
corticosterona (figura 5 cy cl»
12. Curso temporal
El potente efecto estúnulatorio de GRP sobre la secreción de ACTH y corticosterona
se confirma en este estudio decurso temporal (figura 6 ay b). La administración icv de GRP
(100 ng/rata) produjo un aumento de la secreción de ACTH y corticosterona a los 30 miii.
Este efecto se mantuvo durante 30 miii más, disminuyendo abs 120 muy retornando asus
respectivos niveles basales 240 mm después de la inyección.
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flg. 5: curso temporal del efecto de GRP sobre la secreción plasmática de ACTH y
corticostn’ona en ratas macho. La toma de sangre se realizó a través de un cateter implantado en la
vena yugular antes (tiempo cero), 30, 60, 120 y 240 mm después de la inyección de GE? (100 ng/ratcg
5¡il/ rata; icv) o de su vehículo salino (5~sl/rata; icvj Los resultados representan las medias y las lineas
vert,aales 1 ERA!. de las cancentraciates deACFH (a) ycoñicosterona (15) obtenidas apsrtirde 5-7 ratas.
* valores delgrupa tratado con CRE que son signjl cviivamentediferentes (peO, 05) en relación as-u respectivo
control (test t-Student» # valares del grupo tratada con GRP, 39 mm después de su adminisb-aciá-t oye son
siguicativcanente diferentes con respecto al grupo trotado con CR?, 120 y 240 mía daspaés de su
administración (ANO VA de una vía seguido del test de SIudení-Neumnan Keuls).
2. Efecto del antagonista del receptor de GRP (Leu13-w-CH
2NH-Leu
14) bombesina sobre
la secreción plasmática de ACTH y corticosterona tanto basal como inducida por GRP
2.1. Dosis respuesta
La administración icv del antagonista del receptor de GRP (Leu’3-ip-CH>NH-Leu”)
bombesina (10-1000 ng/rata) 30 mm antes de la toma de sangre no produjo ningún efecto
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Flg.7: Estadio dosis-respuesta del efecto del antagonista del receptor de RP(Leu’3.q>CII.MI-
Len”> bombesina sobre la secreción plasmática deAcrffycorticosterona en ratas macho. Las
ratas se inyectaron con (Leu’%,v-Ci-LIVH-Leu’4)bombesina (10, 100 ng y lpg/rata; 5/JI/rata; icv) o su
vehículo salinofSpl/ rolcgicv) ysedecapitaronio mm después. Las columnas representan las medias
y las líneos verticales 1 FSM. de las concentraciones de ACTI-I (a) y carticosterana (15) obtenidas a partir


































flg.8: Estudio del efecto del antagonista del receptor de GRP (Leu”.w-ClLNH-Leu~) bombesina
sobre la secreción pla.smñficr. de ACTHy crnticosterona inducida por GP>’ en ratas macho. Las
ratas se inwcta ron con GP? (10 ng/rata; 5/JI/rata; kw) ti/o (feu’t<pC1-I
1Nl-I~Leu’
4) bccrtbesina (1 /Jg/ rata; 5
/Jl/tata; icv)pcr separado o mesclados, en su caso, en la misma solución, yse deaipitaIon 30 mis después
FI grupo control recibió una ingeción de vehículo salino (5¡i1/rata; icv) 30 mm antes de la decapitación. Las
columnas representan las medias y las líneas verticales 1 E&M de las concenhuciones de ACTH (a) y
corticosterona (b) obtenidas a partir de 5-9 ratas. * valores del grupo tratado con CRE oye san
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2.2. Bloqueo del afecta producido por GRP
Como se muestra en la figura 8 a y b, la administración icv del antagonista del
receptor de GRP (Leu’’-y-CH>NH-Leu”)bombesina <1 pg/rata) de forma conjunta con GRP,
30 mm antes de la toma de sangre, bloqucó el aumento de la secreción de ACTH y
corticosterona producido por GRP.
3. Efecto del antagonista del receptor de CRF’ «-helical (9-41> CRF sobre la secreción
plasmática de ACTH y corticosterona tanto basal como inducida por GRP
31. Dosis-respuesta
El péptido a-hetical <9-411 CRÍ? ha sido descrito como un antagonista competitivo del
receptor de CRF (Rivier y cols., 19Mb) que también muestra actividad agonista parcial a
dosis altas. Para establecer si, enlas condiciones experimentales empleadas, este compuesto
poseía actividad agónica parcial sobre la secreción de ACTH y corticosterona, se administró
vía icv a dosis de 1, 3 y 10 gg/rata, 20 min antes de la toma de sangre, no encontrándose
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a-helical (9-41) CRF (i~g/ rata)
ng.9: Estudio dosis-respuesta dd efecto del antagonista del receptor de CRFa-helical(9-41)
CHI’ sobre la secreción plasmática de ACTH y cortioosterona en ratas macho. Las rolas se
inyectaron con a-heltal(9-41) CRF (1, .3 y 10 ny/rata, 5/JI/rata; Icv) 05V vehículo salino (Síil/rato,- icv)y se
decapitaron 20 mm después. Las colummns representan las medias y los líneas verticales 1 EF.M de las
concentraciones de ACTH(a) y corticosterona (b) obtenidas a partir de & 10 ratas (ANOVA de una vía)
3.2. Bloqueo del efecto producida por GRP
Como muestra la figura 10 ay 15, la administración icv de a-helical (9-4 1) CRÍ? (10
¡¡g/rata) 20 mm antes de la administración de 01W bloqucó el efecto estimulador de este
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Flg.1O: Estadio del efecto del antagonista del receptor de CHI’ «-he Iicnt (941) ClIP soire la
secndón p lasnMica de ACTE! y corticoste,~na inducida por O>?? en ratas ,ncrho. Las ratas se
inyectaron con a-l-elical (9-41)CRF(lOpg/rola;Spl/rata; ico) osu vehículo salino (5 pl/rata; icv)20 mm
antesdeloadministmdóndeGPP¿’IOng’mta;Siaí/rato.;tv)asu vehículo salmo (Spl/rota;ia’). lo sangre
troncal se recogió 30 mm después de la segunda inyección. FI grupo control recibó dos inyecciones de
vehículo salino (Sg//rata; icvI, 50 ySO mm antes de lo. decxzipitación. Las columnos representan las medias
y las lineas verticales 1 EX Al. de las concentraciones de ACFH (a) y corticosterona (15) obtenidas a partir de
5-6 ratas, valores del grapo tratado con GP? que son sign>Jlcatiusmente diferentes (peQOS) con respecto
al grupo control (ANO VA de das vías seguido del test de Student Netanan Keuls).
II. Acción reguladora de GRP sobre el eje hipotálamo-
hipófisis-adrenal en situación de estrés
Una vez determinadas tanto la vía de administración, como las dosis, los tiempos y
el mecanismo de acción por el cual GRP activa el eje HHA, y tras no haberse encontrado
evidencias de su participación en la regulación tónica de la secreción de ACTH y
corticosterona en condiciones basales, se decidió estudiar la posible función fisiológica de
este neuropéptido y de su receptor durante la activación del eje HHA en procesos de estrés.
El estudio se ha llevado a cabo de forma comparativa con CRE, el activador más potente del
eje 1-IRA conocido la fecha. Para ello se han utilizado los antagonistas de los receptores de
ambos neuropéptidos mencionados anteriormente.
1. Efecto del antagonista del receptor de CRF u-helical (9-41) CRF sobre la secreción de
ACTH y corticosterona producida tras estrés por restricción de movimientos
El estrés por restricción de movimientos produce un gran aumento de la secreción
plasmática de ACTI-{ y corticosterona (16 veces en ambos casos). La administración icv del
antagonista de CRE a-helical (9-41) CRE (10 ¡ig/rata), 35 mm antes de la decapitación, no
tuvo efecto sobre la secreción de ACTH y corticosterona plasmática en condiciones basales,
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de acuerdo con lo observado anteriormente. Sin embargo, cuando las ratas estresadas se
inyectaron lcv con a-helical (9-41) CRE, 20 min antes de ser sometidas a estrés, este
antagonista atenué el efecto estimulador del estrés por restricción de movimientos sobre la
secreción de ACTH ~ y corticosterona (42%; figura 11 ay b).
a ti
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CC O o AJÁ —-O ~ -— -Control a-heical <9-41) Control a-hel¡cal (9-41)
CRE (10 pglrata) CRE (10 lo/rata)
flg.11: Estudio del efecto del antagonista del receptor de CHI’ a-heliozl (941) CHE solre la
secreción plctsmnótica de ACTH y cortlcosfrmna producida tras estrés por restricción de
movimientos en ratas macho. Los ratas se inyectaron con a-helical (941) 0FF (lOpg/ rata; Sp//rata; ico)
o su vehículo salino (5 pl/rato. ico) 20 mirr antes de ser sometidas a 15 ‘nin de estrés por ,rstriarión de
morsm,entos. La sangre troncal se recogió al final de la sesión de estrás. Las columnas representan las
medias glas líneas verticales 1 FFM. de las concentraciones deACTH(o.)ycorticostei-ona (15) obtenidas a
partirde 5-7 ratas. * valores del grupo sometido a est-ésy del grupo sometido a estrés ytratado con a-helicol
(9-4 1) 0FFque son signiJtalívamente diferentes (peQOS) con respecto algrupo control yalgn>po tratado con
a-helical (9-41) 0FF. 44 valores del grupo sometido a estrés y tratado con a-haUcal (9-41) 0FF que son
sfraficatiramente diferentes con respecto al grupo sometido a estrés (ANOVA de das cias seguido del test
de Student Neumnan Reu1sf
2. Efecto del antagonista del receptor de GRP, (Leu’3-w-CH2NH-Leu’
4)boinhesina, sobre
la secreción de ACTH y corticosterona producida tras estrés por restricción de
movimientos
Al igual que en la figura 11, el estrés por restricción de movimientos produce un gran
aumento de la secreción plasmática de ACTH y corticosterona (25 y 17 veces
respectivamente; figura 12 a y 15). La administración icv del antagonista del receptor de GRP
(Leu”-w-CH
2NH-Leu”) bombesina (1 ng/rata) no modificó la secreción plasmática de ACTh
y corticosterona en condiciones basales, de acuerdo con lo observado anteriormente. Sin
embargo, la administración de este antagonista 30 mm antes de someter a los animales a
15 mm de estrés por restricción de movimientos, atenuó de forma muy marcada el efecto
















Canfrol <Leo -ty-CH,NH-Leo )0 Ii 14 CfI <Leo1’ 14-ty-CI-i,NH-Leubombesina (1 ~tg/rata) bombesina (1 tcg/rata)
Fig.12: Estudio del efecto del antagonista del receptor de GR.? (Lewt’-w-C&MI-Leu” > hontesina
sohn la seaedónplasnriflca de ACTHy corti costeronapmducida iras estréspor restricción de
ninulintentos en ruta. macho. Las ratas se inyectaron con (Leu”-ip-CI-LNH-Leu’4) bombesina (1 /Jg/ratc4
5 pl/rata; icv) o su vehíailo salino (5 pl/rato.; icv) -130 mm antes de ser sometidas a 15 mm de estr#s por
restricción de movimientos. Lo sangre troncal se recogió al final de la sesión de estrés. Las columnas
representan las raedias y las líneas verticales 1 FE.M de las concent-acionesdeAC’TH (a) y corticasterona
(15) obtenidas a partir de 5-8 ratas. ~valores del gripo sometida a estr~ y del grupo sanetído a estrés y
tratado con (Leu 3-rpCPLPJH-Leu’4) bombesina oye son signífico.lÁurnente diferentes (pco,05) con respecto
al gripo control gal grupo tratado con (Leu”-ytCI{NI-LLa¿ 4) Ix»nbesina. 44 valares del grupo sometido a
estrés y tratado con (Leu’¾p-CUsPJH-Leu’4)bombesino que son súruficotiramente diferentes con respecto al
grupo sometido a estrés (ANOVA de dos vías seguido del test de Student Neu non Keuts)-
HL Regulación de la actividad serotoninérgica del
núcleo paraventricular del hipotálamo por GRP
Como se describe en la introducción de la presente tesis, los cuerpos celulares
serotoninérgicos de las neuronas del núcleo caudal del rafe (B4-B9) se proyectan, entre otras
estructuras cerebrales, hacia el NPV. Dada la importancia de la 5-HT en laregulación del eje
1-11-LA, el objetivo de la tercera parte de este trabajo ha sido caracterizar el papel de GRP sobre
la actividad serotoninérgica del NPV, tanto en situación basal como de estrés, así como los
mecanismos implicados en dicho efecto, y evaluar además si los cambios hormonales
descritos en la primera parte de este capitulo de resultados se relacionan con modificaciones
en la actividad serotoninérgica en este núcleo hipotalámico. Como indice de la actividad




1. Efecto de GRP sobre la actividad serotoninérgica en distintos núcleos cerebrales
Con el fin de explorar la posible implicación de GRP en la regulación dc la actividad
neuronal serotoninérgica, el primer estudio dentro de este grupo de experimentos consistió
en determinar el efecto que produce la administración icv de ORP sobre los niveles de 5-
1-IIAA en diferentes núcleos cerebrales, algunos sin relación con la funcionalidad del eje
Hl-LA, como el ACC, y otros relacionados con la activación de dicho eje y la presencia de
innaunorreactividad y/o receptores de GRP, como el NSQ, el ARC y el NPV del hipotálamo.
Como se muestra en la figura 13, GRP (1 -100 ng/rata), administrado 30 ¡rin antes de
decapitar a las ratas, aumenta de forma dosis-dependiente las concentraciones de 5-HIAA
en el NPV a las dosis de 10 y 100 ng (35 y 32% respectivamente), mientras que las
concentraciones de 5-NT permanecen constantes. Aunque no se muestra en la tabla, dosis
mayores (1 pg) no producen ningún efecto sobre la actividad serotoninérgica. Al contrario
de lo que ocurre en el NP’!, la administración icv de GRE no modifica las concentraciones
de 5-HIAA en el ACC ni en otros núcleos hipotalámicos, como el ARC y el NSQ.
REGIÓN CEREBRAL Control 1 ng lOng 100 ng






























nparaventriaulor 5-HIAA 8,9±0,7 10,3±0,4 12,1±1,1’ 11,8±0,7
5-HT 151±1,9 12,1±1,0 14,9±2,1 13,4±1,5
Fig.1 3: Estudio del efecto de la administración lcv de aRr sobre las conceniraciones deS-HL4A
y 5-HT en el núcleo accuntbens gen Vos núcleos arqueado, supraquíasntúflcoyjparauentwicular
del hipotála,no en ratas macho. Las ratas fueron inyectadas con GP)’ (1, lOgí OOng/ratcg 5/JI/rata,
icv) o su vehículo salino (5 pl/ralo. icvj Los animales se decapitaron 30 mirí después de lo.
administración. Los resultadas representan las medias ±1 E FM. de las concentraciones de S-LHAA y
5-f-IT obtenidos o partir de tejidos procedentes de 5-8 rotas. * valores del grupo tratado con GP)’que son




2. Efecto del antagonista del receptor de GRP (Leu’tw~CH2NH~Leu’
4? boznbesina sobre
la activación serotoninérgica producida por GRP o por estrés en el núcleo
paraventricular
21. Dosis respuesta
Con el objetivo de evaluar si GRP regula de forma tónica la actividad neuronal
serotoninérgica en el NPV, se estudió el efecto que produce la administración dcl antagonista
del receptor de GP? (Leu ‘3-ip-CI-I
2NH-Leu 14) bombesina sobre las concentraciones de 5-
HIAA en el NPV. La administración icv de este compuesto (10,100 y 1000 ng/rata), 30 mm
antes de decapitar las ratas, no modificó la actividad neuronal serotoninérgica del NPV
(figura 1-4).
2.2. Bloqueo del efecto producido por GRP
Para detenninar si el aumento que GP? produce sobre la actividad serotoninérgica
en el NP’! está mediado selectivamente a través de su receptor, se evaluó el efecto que




4) bombesina (1 pg/rata), sobre las concentraciones de 5—l-IIAA en el NP’!. Como
se muestra en la figura 15, la administración del antagonista del receptor de GP? de forma
conjunta con GRP, 30 min antes de decapitar alas ratas, bloqueael aumento de la actividad











Fig.14: Estudio del efecto del
antagonista del receptor de GP?
(Lec¿qJJI.Laa’) bombesina
sobre l« actividad serotoninérgica
en el núcleo paraventricular del
hipotálamo en ratas macho. Los
ratos seinyectaron con (Leu”-~pCHyiVl-f-
Leu”) bombesina (10, 100 ng y 1
pgl rato.; 5 pl/ralcg ica) o su vehículo
salino (Spl/rata;icv)ysedecapitaron 30
mindespu és. Las columnas representan
las medias y las lineas verticales 1
E.F.M delas concentrocionesdes-1-IIAA
obtenidas a partir de tejidosprocedentes
























- la8 ¡ ] ru
CC U -
CC a4 -—
~L It -~ 14Control (Leu13 -¡p-CH2NH-Leu
bombes¡na <1 lJglrata)
Fig.15: Estudio del efecto del antagonista del receptor de GR.>’(Lat’-wp.CIh MI-LaV) bontbesina
sobre la actiticlad semtordnérgiai Inducida por <IR>’ en el núcleoparcwentricu lar del hlpotálaitm
en ratas macho. Las ratas se friyectarort co.riG&P (10 ng/rata;Syl/nz±ta;izo) y/ó (Leu’ty~CJ~LM~LL&
4)
hombesina (1 pg/rat ; 5p1/mtcg icv)po sepa adoomezclados en la misma solución yse decupitaron -30
mm después. U grupi control rerihó una inyección de vehírulo salino (5 pl/rata; icv) .30 mm antes de
decapitar. Las columnas representan las medias y las líneas verticales 1 FEM de las oi,ncaitradones de
5-I-IIAA obtenidas a partir de tejdospmcedmtes de 5-8 ratas. * valores del grupo tratado con CI?? que San
s~nJjlwtiwmente diferentes Lo «0,05) con respecto al grupo control (ANO VA dos vías seguida del test de
Siudení Nervman Kevls).
3. Efecto del antagonista del receptor de CRF «-helical (9-41) CRE sobre la activación
serotoninérgica producida por GRP o por estrás en el núcleo paraventricular
En 1987, Liposits y cols. encontraron que en el NP’!, los terminales serotoninérgicos
forman sinapsis con neuronas CRFérgicas, lo que sugiere que el sistema central
serononinérgico puede contribuir a regular la funcionalidad del eje HHA actuando
directamente sobre neuronas del NP’! en las que se sintetiza CRE. Por todo ello, y dado que
CRE juega un papel fundamental en la activación del eje HHA y en procesos de estrés, el
objetivo de los estudios que a continuación se describen ha sido explorar el efecto de CRE
sobre la actividad serotoninérgica en el NP’!, tanto en situación basal como de estrés, así
como evaluar la posible mediación del receptor de CRE en el aumento de la actividad
serotoninérgica inducida por G RP -
3.1. Dosis-respu esta
La administración icv del antagonista del receptor de CRE a-helical (9-41) CRE (1, 3
y 10 pg/rata), 30 mm antes de decapitar a las ratas, no modificó la actividad serotoninérgica
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a-hel¡cal (9-41p CRE (~jg/rata)
flg.16: Estudio del efecto del
antagonista del receptor de CRF a-
helical (9-41) CRF soire la acta-iidad
serotoninérglac en el núcleo
pamventrtcular del hipotálamo en
ratas macho. Las ratas se inyectaron
con a-helicol (9-41) CRE (1, 3 y 10
pglrata; 5 pl/rata; icv) o su vehículo
salina (54/rata; me) y se decapitaron 20
mm después. Las cclumnas representan
las medias ylo.s líneas verticales lE-EM.
de las concentraciones de S-l-ffAA
obtenidas apwtir de tejdos procedentes
















Fig.1 7: Estudio del efecto del antagonista del receptor de GR.>’ a-he&ad (9.41) CRE’ sofre la
actividad sentoninérglca Inducida frns esfrés por resirictión de movintentos en el núcleo
parrwent-vtcular del hipotálanm en rotas macho. Las ratas se intpctaron cona-l-riical (9-41) CRE (10
pg/ rata; 5pM tnta icv) osu vehículosalino(Spl/rata;icv)2omin antes de ser sometidas aunasesiónde
15 mm de estrés por restricción de movimientos, y se decapitaron al finalizarla sesión de estrés. El grupo
control recibíí5 una inyecciá-i de a-helical (941) CRF(lOpg/rrstcg Spl/rata icoto de su vehículo salino (5
4/ rata;icv), 35 mm antes dederiaptar, Lascolumnas representan las medias ylas líneas verticales 1 EE.M
de las concejil radones de 5-l-IIAA obtenidas apartir de tejidos procedentas de 6-8 ratas. <valores del grupo
sanetido a estiósquesan sign~ficatiuamentediferentes (pcO,05)wn respeata algrupo control (AA~OVA dedos











3.2. Bloqueo del efecto producido por estrés
Como se observa en la figura 17, el estrés por restricción de movimientos eleva de
forma marcada la actividad serotoninérgica en el NP’! (35%). Al igual que se observa en la
figura 16, laadininistración icv del antagonista del receptor de CRE a-heical (9-41) CRE (10
gg/rata), 35 mm antes de decapitar a las ratas, no modifica las concentraciones de 5-HIAA
en el NP’! en situación basal; sin embargo, la administración de este antagonista, 20 min
antes de someter abs animales a 15 mm de estrés por restricción de movimientos, bloquea
el aumento de la actividad serotoninérgica en el NP’! inducido por estrés.
3.3. Bloqueo del efecto producido por GRP
Al contrario de lo observado tras la estimulación de la activación serotoninérgica
debida a un estimulo estresante, la administración icv del antagonista del receptor de CRE
a-helical (9-41) CRE (10 gg/rata) 20 minutos antes de la adniinistración de GRE, no bloquca













Fig.1S: Estudio del e,frto del antagonista del receptor de CRE’ a-he fical <941> CRE’ sobre la
actft’idad sen,tonl n&gla¿ inducida porGRPe viel núcVeo paraz.’entricu lar del hipotálamo en rotas
macho, las ratas se inyectaron con a-helical (941) CRF (10 p~/ rata; 5 p1/ ratz izo) o su vehiculo salina (5
/11/rata; icv) 20 ,nin antes de Va administración de GP)’ (10 ng/rata; 5p1/ratoj icq o su vehículo salino (5
¡¡1/rata; ico» Las ratas se decapitaran 30 mm después de la segunda inyección. FI grupo cantal redbil das
inyeceksnes de vehículo salino (5/JI/rata; izo), SOy ominantes de decapitar. Lascolwnnas representan los
medús y las lineas verticales 1 E.KM. de las concentraciones de 5I-IIAA oUeriidas apo.rtirdetejtlosde 5-8
ratas. * valores dci gnqo tratado con GP)’ y a-helicaI <9-4 1) CRE y del grupo tratado cori GP)’ que sor’
s igusficatirarnente diferentes <0<0,05/cotí respecto algrupo control yal grupo tratado con a-bel/cal(941) CRE
(ANO VA dedos vías seguido del test de SWdent Neurnon Keuls).
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4. Efecto del antagonista del receptor de GE? (Leu’3-w-CH2NH-Len’
4> bombesina sobre
la activación serotoninérgica en el núcleo paraventricular producida por estrés
De acuerdo con lo observado en la figura 17, el estrés por restricción de movimientos
aumenta de forma considerable las concentraciones de 5-l-IIAA en el NP’! (34%; figura 19>.
Dado que la administración kv de GRP también incrementa la actividad serotoninérgica del
NP’!, el objetivo del presente experimento consistió en evaluar si GRP regula la actividad de
estas neuronas en situación de estrés. Como se observa en la figura 19, la administración
del antagonista del receptor de GRP (Leu’3-w-CH
2NH-Leu”) bombesina (1 Mg/rata), 45 min
antes de decapitar a las ratas, no modificó la actividad serotoninérgica en el NP’! en
situación basal. Sin embargo, la administración de este antagonista 30 mm antes de someter
a los animales a un periodo de 15 mm de estrés bloquea el aumento de la actividad

















14)bombesina <1 ~tglrata>Ftg.1 9: Estudio del antagonista del receptor de GP? (Leu’<kuj.CWMI.Led4>bon,besina
sobre la actividad serotoninérgica inducida tras estrás por restricción de nwMmientos en ei
núcleo parare ntrt calar del hlpotálanmcen ratas macho. Las ratas se inyectaron con(Leu’3-q&FLM-b
Len”) bombesina (1 ¡sg/rata;5pl/rata,- La/o su vehículo salino (Spl/rata;icv)SOrnín antesdesersometidas
a estés por restúcción de movímizntos durante 15 mi,,, y se decapitaron alfinalizar la sesión de estés. FI
grupo contrA redbii una inyecri¿n de (Leu’<’-ip-CHsiVI-f-Leu!’) bomMsina (1 /Jg/ratc4Sp1/tcttalcv) o de su
vehículo salino (5 ¡sl/rata; ico), 45minantes de decapúar. Las columnas representan las medñs y las lineas
verticales 1 FSM. de las concentradones de 5-I-IIAA obtenidas a ¡nrtirde tejidosprocedentes de 5-7 ratas.
* valores del grupo sometido a estrés que son sign~ficativa~nente diferentes <0<0,05) con respocto al grupo
cantal (ANOVA de das das seguido del test de Student Neu.’man KeuLs).
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IV. Regulación de la expresión génica de neuropéptidos
por GRP
Como se ha descrito en la introducción de la presente tesis, la activación del eje H HA
que producen tanto distintos compuestos (5-nT, DA, cannabinoides), como la aplicación de
un estimulo estresante, modifica la expresión génica de neuropéptidos implicados en la
síntesis y liberación de ACTH, como CRE o POMC. Asimismo, la expresión génica de PENK,
precursor de los péptidos opioides Ieu—encefalina y met-encefalina, implicados en la
regulación de respuestas de tipo emocional a través de distintas estructuras limbicas y en
la regulación de factores hipotalámicos de liberación hormonal, aumenta tras la aplicación
de un estimulo estresante.
Por todo ello, el objetivo de esta última sección de experimentos ha consistido en
estudiar la regulación de la expresión génica de CRE, POMC y PENK tras la activación del
eje HHA que produce la administración icv de GRP, así como la evolución de dicha expresión
a lo largo del tiempo. La medida de los precursores de estos péptidos se ha realizado
mediante la técnica de histoquimica de hibridación itt situ, en distintas regiones
hipotalámicas e hipofisarias, lugares donde dichos neuropéptidos se expresan en alta
proporción. Los resultados obtenidos sobre la expresión génica de CRE, PENK y POMC
quedan claramente reflejados por las diferencias existentes en su caso entre los grupos
tratados con vehiculo y con GRP.
1. Efecto de GRP sobre la expresión génica de CRF en el núcleo paraventricular
Como se muestra en lafigvra 20, la administración icvde GRP (100 ng/rata) aumenta
la expresión génica de CRE en el NP’!. Los niveles de ARNm de CRE permanecieron estables
15,30 y 60 mm tras la administración de GRPy se incrementaron en un 25% alos 120 mm,
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FIQ. 20: Curso temporal del efecto de GE» sobre la expresión génica de CRE en el núcleo
paraventricular del hipotálamo en ratas macho. Las ratas freron inyectadas con GE)’ (100
ng/rata; 5 íd/rata; ¿c.tj y se decapitaron 15, 30, 60, 120 y 240 ruin después de laadrninistración. El
grupo control recibió una inyección de vehículo salino (Ejil/rata; icv) y se decapitó 2 h después. Los
resultados representan las medias y las líneas verticales 1 EF.M de los niveles de APIVm de CORP
obten idos apartir de 5-8 ratas - * mxzloras del grupo tratado con GP)’ que son signijicativomnente d<ferentes
(p<O,OS) con respecto al grupo control (ANOVA de una vía seguido del test de Student Newman Keuls). La
barra representa 1 mm.
2. Efecto de GRP sobre la expresión génica de PENK en el núcleo paraventricular y
núcleo ventromedial
La administración icv de GRP (100 ng/rata) no modificó los niveles de ARNm ni en
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Ftp. 21: Curso temporal del efecto de GP? sobre la expresión pánica de PEPJK en e! núcleo
paraventricular del hipotálamo en ratas macho. Las ratas frieron inyectadas con GP)’ (100
ng/rata; 5 jil/rata; icv)y se decapitaron 15, 30, 60, 120 y 240 mm después de la administración, El
grupo control recibió una inyección de vehículo salino (5pMrata; ico) y se decopitó 2 ir después. Los
resultados representan las medias y las lineas verticales 1 SRM. de los niveles de APNm de PENK
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Fig. 22: Curso temporal de! efecto de GRP sobre la expresión ghzlca de PENK en el núcleo
ventromedia! del hipotálamo en ratas macho. Las ratas ftteron inyectadas con GRP (100 ng/rata;
5¡,l/ rata; iev) y se decapitaron 15, 30, 60, 120 y 240 mm después de laadminist ración. FI grupo central
recibió una inyección de vehículo salino (54/rata; icv) y se decapitó 2 ir después. Los resultados
representan las medias y las lineas verticales 1 SRM. de los niveles de ARNm de PRNK obtenidos a
partir de 6-8ratas (ANOVA de una vta,). La burra representa 1 mm,
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3. Efecto de GRP sobre la expresión génica de POMC en el lóbulo anteñor e intermedio
de la hipófisis
-3.1. Lóbulo anterior
Como se muestra en lafigura 23, la administración icv de GRP (100 ng/rata) aumenta
la expresión génica de POMC en el lóbulo anterior de la hipófisis. Los niveles de ARNm
aumentan progresivamente hasta alcanzar su punto máximo a los 60 mm (82%),
manteniéndose elevados durante 60 mm más (60%). Cuatro horas después de la inyección
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Fly. 23: Curso temporal del efecto de GRP sobre la expresion genica de PQMC en el lóbulo
anterior de la hipófisis en ratas macho. Las ratas fueron inyectadas con GP)’ (100 ng/rata; 5
¡¡1/rata; icv) yse decapitaron 15, 30, 60, 120 y 240 mm después de laodmini.stración. FI grupo control
recibió una inyección de vehículo salino (5/11/rata; icv) y se decapitó 2 h después. Los resultados
representan las medias y las líneas verticales 1 S.R.M de los niveles deARNm dePOMCobtenidos a
partir de 5-8ralas. * valares del grupo tratado conGP)’que son szgn1ficatwarnente di/e-entes (peO,OS) con





Migual que en lóbulo anterior, GRP eleva la expresión génica de POMC en el lóbulo
intermedio de lahipófisis. La administración icv de GRP (100 ng/rata) incrementalos niveles
de ARNm de POMC a los 30 mm (63%), alcanzándose el máximo 60 mín después de la
inyección de GRP(86%). Sesentamin después, los niveles de ARNm comienzan a disminuir


































flg. 24: Curso temporal del efecto de GRP sobre la expresión gánica de POMC en el lóbulo
Intermedio de la hipófisis en ratas macho. Las ratas fueron inyectadas con GPP (100 ng/rata; 5
pl/rata; icv)yse decapitaron 15,30, 60, 120 y240 mm después de (aociministració nEI grupa control
recibió una inyección de vehículo salino (SíU/rata,- icv) y se decapité 2 ir después. Los resultados
representan las medias y las lineas verticales 1 BLM. de los niveles de APNrn de POMC obtenidos a
partir de 5-8ratas. * valores del grupo tratado conGP)’que son signftativamente di/e-entes (p<O,0S) con










1. Acción reguladora de GRP sobre el eje hipotálamo-
hipófisis-adrenal
ESTUDIOS IN V’ITRO
Como se detalla en la introducción del presente trabajo, tanto GRP como sus
receptores de encuentran ampliamente distribuidos a lo largo del SNC, pero su mayor
densidad se localiza ene1 hipotálamo (Moodyy cols., 1981; Ladenheim y cols., 1992). Además,
existe inmunorreactividad y receptores de GRP en la hipófisis (Houben y Denef, 199 la;
Houben y cols., 1994) así como en la línea celular secretora de GR y PRL GH4C, (Westendorf
y Schonbrunn, 1983). Por otra parte, en la médula adrenal bovina se ha encontrado
inmunorreactividad a GRP (Lemaire y cols., 1986), aunque hasta la fecha no existen estudios
sobre la presencia de receptores. La distribución anatómica tanto de IR-Cid’ como de sus
receptores, así como su función en la regulación de la secreción de CH y PRL (Kentroti y Mc
Cann, 1985; Kentroti y cols., 1988a y b; Manzanares y cols., 1991; Kentroti y cols., 1996)
sugiere que este péptido puede intervenir en la regulación de la secreción hormonal del eje
HHA.
Por ello, la primera parte de este trabajo ha estado encaminada a investigar el efecto
de GRP sobre la secreción de ACTH y corticosterona y a determinar a qué nivel del eje se
ejerce este efecto, utilizando para ello un tipo de bioensayo descrito en la literatura y
experimentado ya para el caso de otros agentes activos sobre el eje NRA (Scacianocce y cois.,
1989, 1990, 1993).
Los resultados de los estudios itt vitro aquí presentados sugieren que Cid’, al menos
farmacológicamente hablando, activa el eje HHA actuando sobre los tres niveles del eje: enel
hipotálamo, estimulando la liberación de CRE bloactivo; en la hipófisis, aumentando la
secreción de ACTI-1, y en la glándula adrenal, estimulando la liberación de corticosterona.
Como se detalla en el capitulo de resultados de la presente tesis, GRP aumenta la
secreción de CRF bioactivo a concentraciones muy bajas (1 y 10 nM). £1 hecho de que GRP sea
capaz de estimular esta liberación a concentraciones tan bajas, mientras que a nivel
hipófisario y adrenal sean necesarias concentraciones mayores (100-1000 nM) para producir
liberación de ACTH y corticosterona sugiere que el hipotálamo puede presentar una mayor
sensibilidad a la estimulación por GRP que la hipófisis o la glándula adrenal. Por otra parte,
CRE podría liberar CRE y/o A’!F, a partir del hipotálamo, ya que: 1) Se ha observado que la
administración icv de anticuerpos anti-CRF y anti-A’!P atenúael aumento de ACTH plasmático
inducido por GRP (Olsenycols., 1992). 2) Como yase ha descrito en el capitulo de resultados,
la administración icv del antagonista del receptor de CRE «-helical (9-41) CRE es capaz de
bloquear completamente el aumento de ACTH y corticosterona plasmática inducido tras la
administración icv de Cid’; y 3) En otros estudios se ha comprobado que este nxisnxo
antagonista atenúa distintos efectos endocrinos (aumento de ACTH, adrenalina, NA y glucosa
en plasma) y comportamentailes inducidos por el péptido análogo aGRP bombesina (supresión




Los aumentos que produce 01W sobre la secreción de CRE bioactivo, ACTH y
corticosterona parecen estar mediado a través de su receptor en hipotálamo, hipófisis y
adrenal, ya que la adición del potente y selectivo antagonista del receptor de GRP (Leu’3-y-
CI-1
2N1-1-Leu’
4) búmbesina (Severí y cols., 1989) al medio de cultivo es capaz de bloquear el
efecto de este neuropéptido sobre la secreción de estas hormonas. Sin embargo, este
antagonista, por si mismo, no modifica la secreción de CRE bioactivo, ACTH y corticosterona,
hecho que sugiere que el Cid’ endógeno presente en hipotálamo, hipófisis y adrenal no estaría
regulando de forma tónica la liberación de estas hormonas.
Asimismo, el bloqueo que produce el antagonista del receptor de CRE sobre la
secreción de CRE bioactivo, ACTH y corticosterona sugiere una acción directa de este
neuropéptido sobre receptores de CRE presentes en hipotálamo, hipófisis y adrenal. De
acuerdo con esta hipótesis, se han encontrado sitios de unión paraCRFy ARNm que codifica
para el receptor de ORE tanto en hipotálamo (Moody y cols., 1988; Battey y cols., 1991;
Ladenheim y cols., 1992> como en hipófisis (Houben y cols., 1993 y 1994). Aunque no existen
estudios donde se describa la presencia de receptores para CRE en la glándula adrenal, el
hecho de que CRE estimule la liberación de corticosterona actuando directamente a este nivel,
y que un antagonista del receptar dc CRE sea capaz de bloquear este efecto son resultados
que sugieren la presencia de receptores de CRE en esta glándula.
Estos estudios demuestran por tanto cómo CRE es capaz de estimular la liberación de
ACTH actuando tanto sobre el hipotálamo, corno sobre la hipófisis, lo que sugiere que CRE
podría coruportarse como un secretagogo de ACTH, al igual que el propio CRE. Algunos
secretagogosde ACTH, como CRE, COK, AVE, oxitocinay angiotensina 11, liberanACTl-l anivel
de la adenohipófisis de forma calcio dependiente (Reisine y cols,, 1986; Abou-Samra y cois.,
1987; Wony cols., 1990ay b). El hecho de que la liberación de ACTI-I inducida por GRE tenga
lugar según un proceso calcio-dependiente, como se ha demostrado en disociados de
adenohipófisis, confirma esta hipótesis y apunta a la existencia de un proceso de exocitosis
por el cual CRE es capaz de liberar ACTH.
En resumen, los resultados obtenidos a través de los experimentos itt uit-o demuestran
la participación de CRE en la regulación de la secreción de ACTI-1 y corticosteronay apuntan
al posible papel secretagogo de CRE sobre la secreción de ambas hormonas.
ESTUDIOS JN ViVO
La marcada estimulación de las concentraciones plasmáticas de ACTE que se produce
tras la administración kv de ORE está de acuerdo con estudios anteriores (Olsen y cois,,
1992). Sin embargo, aún se desconocian tanto el efecto de CRE sobre la secreción de
corticosterona como la duración del efecto de ORE sobre la secreción plasmática de ambas
hormonas, así como cuales eran los receptores a través de los cuales se producía dicho efecto,
En el presente trabajo hemos observado cómo CRP produce una elevación de ACTI-l y
corticosterona plasmática tras administración icv, pero no tras administración iv. El hecho de
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que CRP no modifique la secreción plasmática de ambas hormonas tras administración
periférica sugiere que la acción estimuladora de este neuropéptido sobre la secreción
hormonal del eje HHA ocurre principalmente a nivel del SNC. Este resultado confirma la
hipótesis sugerida en la primera parte de este capitulo, es decir, que la secreción de ACTH
producida por CRE in vitro está mediada principalmente a nivel hipotalámico. No obstante,
diferencias en factores farmacocinéticos y metabólicos (dosis, degradación de CRE por
peptidasas en sangre y liquido cerebroespinal, paso de CRE desde la sangre hacia la hipófisis)
pueden explicar las discrepancias entre los distintos efectos encontrados tras la
administración de CRE por vía icv e iv.
El potente efecto observado de CRE sobre la secreción plasmática de ACTH y
corticosterona se confirma en el estudio tiempo-respuesta, hecho que sugiere que este péptído
podria ser funcionalmente relevante en la regulación de la secreción hormonal del eje HHA.
Sin embargo, la administración icvdel antagonista del receptor de CRE (Leu’3-w-CH2NH-Leu’
1)
bombesina no modifica la secreción de ACTH y corticosterona, hecho que está de acuerdo con
lo observado in vitro e indica que el CRE endógeno presente anivel cerebral no está regulando
de forma tónica la secreción de ambas hormonas. Por el contrarío, la administración kv de
este antagonista bloquea por completo el aumento de la secreción de ACTH y corticosterona
inducido por CRP, lo que indica que esta acción se produce a través del receptor de CRE.
El presente trabajo sugiere además la posible contribución de CRF en el efecto
estimulador de CRE sobre la secreción de ACTI-I y corticosterona. Así, el antagonista de CRF
«-helical (9-41) CRF (Riviery cols., 1984b) bloquca la secreción de ambas hormonas producida
por CRE, hecho que está de acuerdo con otros estudios (Merali y cols., 1994). Dado que los
cuerpos celulares de las neuronas CRFérgicas que regulan la secreción de ACTH se
encuentran localizados principalmente en la región parvocelular del NPV (Moodyy cols., 1981;
Eiekut y cols., 1986) y que los dos neuropéptidos colocalizan en esta región hipotalámica, es
probable que CRE estimule la secreción de ACTH y corticosterona elevando la actividad
CRFérgica en este núcleo. Además, se ha demostrado también que en la EM ovina, los
péptidos análogos a BBS colocalizan con neuronas CRFérgicas (Giraud y cols., 1987a) y que
también potencian la liberación de ACTI-I producida por CRF en células de hipófisis anterior
ovina y de rata (Au y cols., 1997; Hale y cols., 1984). Por otra parte, Kent y cols. (1997) han
demostrado recientemente que la administración icv de BES produce una rápida liberación
de CRF enla EM. Todas estas observaciones plantean la hipótesis de que el aumento deACTI-l
y corticosterona producido por CRE pudiera deberse a un aumento en la liberación de CRF
en la EM, o a la activación de CRF en el NEV.
En resumen, los resultados discutidos en este apartado sugieren que CRE eleva la
secreción de ACTH y corticosterona en plasma actuando sobre sus receptores a nivel central,
y que no obstante, los ligandos endógenos del receptor de CRE no parecen regular de forma
tónica la secreción de ambas hormonas. Este efecto de CRE está mediado también a través de
la activación central del sistema de CRF endógeno. Todo ello sugiere la posible función de CRE
como un secretagogo de ACTH, actuando a través de la liberación de CRF. Además, y, en
concordancia con estudios publicados recientemente (Kent y cols., 1998; Meralí y cols., 1998),
estos datos apuntan hacia la posible implicación de CRE en procesos de estrés.
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II. Regulación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal por
GRP en situación de estrés
Las neuronas de la de la división medial parvocelular del NPV sintetizan CRE, AVP y
otros neuropéptidos, entre los que se encuentra CRP, y se proyectan hacia la zona externa de
la EM, donde los péptidos, almacenados en vesículas, se liberan por exocítosis a la sangre
portal hipofisaria, en respuesta a una situación de estrés.
Son muchos los trabajos presentes en la literatura en los que se emplean distintos
procedimientos para provocar una situación de estrés. Entre ellos destaca el estrés por
restricción de movimientos, el estrés por inhalación de éter, el estrés por administración de
hipertónico salino o el estrés por frío (Harbuz y Lightman, 1989a; Harbuz y cols., 1994). La
elección del modelo de estrés utilizado en la presente tesis se hizo por causa de la simplicidad
del procedimiento y por ser uno de los más efectivos entre los utilizados en la literatura, ya
que este modelo de estrés eleva de forma muy marcada las concentraciones plasmáticas de
ACTH y corticosterona incluso a tiempos cortos (15 y 30 mm) tras la aplicación del estimulo
estresante (Akanay Dailman, 1992).
CRE parece ser el mayor activador del eje Hl-lA conocido hasta el momento (Rivier y
Plotsky, 1986). Su administración por via icv reproduce efectos fisiológicos y
comportamentales similares a lo que como ocurre en los procesos de estrés (Dunn y Berridge,
1990). Los resultados presentados en esta tesis corroboran la implicación de CRE en la
secreción de ACTH y corticosterona inducida por este tipo de estrés, ya que la administración
previa del antagonista del receptor de CRE a-helical (9-41) CRE es capaz de atenuar de forma
significativa el aumento de ACTH y corticosterona inducido tras someter a los animales a 15
mm de estrés por restricción de movimientos. Este resultado está de acuerdo con estudios
realizados por otros autores, en los que la administración de un anticuerpo antí-CRE es capaz
de atenuar o bloquear, según los estudios, el aumento de ACTH inducido por diferentes
estimulos estresantes (Rivier y cols., 1982b; Linton y cols,, 1985; Nakane y cols., 1985; Ono
y cols., 1985b). Además, Arnold y cols. describieron en 1992 cómo la administración de a-
helical (9-41) CRE previamente a la aplicación de un estimulo estresante es capaz de atenuar
el aumento de corticosterona producido tras someter a los animales a 60 mm de estrés por
restricción de movimientos.
Estudios recientes relacionados con el efecto de CRP sobre la funcionalidad del eje
HHA ya sugieren la posible implicación de este neuropéptido en procesos de estrés. Es bien
sabido que estimulos de tipo aversivo modifican los nivelesy el recambio de CRE en el núcleo
central de la amígdala (Pich y cols., 1995; Rodriguez de Eonseca y cols., 1997), región cerebral
implicada en distintas respuestas de tipo emocional. Asimismo, y recientemente, Meraliy cols.
(1998) han demostrado que el estrés por restricción de movimientos en rata produce un
aumento muy rápido de los niveles de péptidos análogos a BBS y de CRE en el núcleo central
de la amigdala. El estrés por restricción de movimientos también produce variaciones en el
contenido de péptidos análogos aBBS y de la densidad del receptor 882 en diferentes núcleos
hipotalámicos (Kent y cols., 1998). Además, las variaciones en el contenido de CRE y péptidos
análogos a BBS producidas por estrés en distintas regiones cerebrales es diferente según se
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utilicen razas de ratones sensibles o refractarías al estrés (Anisman y cois., 1998). Todos estos
datos sugieren que CRP puede tener una función primordial en la mediación de la respuesta
al estrés,
Como se menciona en el capítulo de resultados, la administración del antagonista del
receptor de GRP (Leu’’-w-CH2NH-Leu’
4) bombesina no modifica la secreción plasmática de
ACTH y corticosterona en situación basal. Sin embargo, este antagonista es capaz de reducir,
de forma marcada, el aumento de ACTH y corticosterona producido tras someter a los
animales a estrés por restricción de movimientos. Este resultado está de acuerdo con los
estudios mencionados anteriormente y sugiere la participación de CRP en la respuesta
neuroendocrina del estrés. Teniendo en cuenta que los cuerpos celulares que regulan la
secreción de ACTH están localizados principalmente en las neuronas parvocelulares del NPV,
y que GRP está también presente en este núcleo hipotaláinico (Moody y cols., 1981; Piekut y
cols., 1986), es probable que CRÍ’ estimule la secreción de ACTI-1 y corticosterona en respuesta
a un estimulo estresante incrementando la actividad CRFérgica en este núcleo. De forma
alternativa, CRP podría liberar CRF apartir de la EM, de acuerdo con los datos de Kent y cois.,
(1997), que observaron como la administración icv de BBS es capaz de producir de forma
rápida liberación de CRE a partir deja EM. Como se ha descrito en la presente tesis, el hecho
de que un antagonista de CRE sea capaz de bloquear el aumento de ACTH y corticosterona
producido tras la administración icv de CRP, confirma esta hipótesis.
III. Regulación de la actividad serotoninérgica del núcleo
paraventricular del hipotálamo por GRP
Las tecnicas de microdisección de núcleos cerebrales y postenor análisis por HPLC
constituyen hoy en día un método de rutina fiable utilizado en muchos laboratorios. Esta
técnica fue utilizada por primera vez por Pallcovits en 1973 y desde entonces son muchos los
autores que la han empleado introduciendo con posterioridad distintas modificaciones
(LookinglandyMoore, 1984; Manzanaresycols., 1991; l-lentschelycols., 1998>.
Mediante el uso de este procedimiento, en este trabajo se han estudiado los efectos
centrales de GRP sobre la actividad neuronal serotoninérgica en el NPV, tanto en situación
basal como tras la aplicación de estrés, y su posible interacción con neuronas CkFérgicas.
Para ello, y como indice de actividad neuronal, se ha determinado el metabolismo de 5-1-IT
midiendo 5-HIAA, el principal catabolito de 5-1-IT. Las modificaciones en dicho catabolismo se
reflejan en variaciones de 5-HIAA, mientras que los niveles de 5-HT permanecen constantes,
como ha sido descrito por otros autores (Dunn y Kramarcy, 1984).
Distintos estudios han demostrado la implicación de BBS y ORE en la función
dopanúnérgica en distintas áreas cerebrales (Widerlóv y cols., 1984) y en la activación de
neuronas dopaminérgicas tuberoirifundibulares y tuberobipofisarias <Manzanares y cols.,
1991; Toneyy CoIs., 1992; Manzanares y cols., 1994). Sin embargo, se conocía poco sobre la
función que tienen los péptidos análogos a BBS en la regulación de la actividad
serotoninérgica. Liposits y cols. (1987) demostraron que existe una conexión directa entre
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terminales serotoninérgicos procedentes del núcleo dorsal y medial del rafe y neuronas
CRFérgicas en el NFV. Este hecho sugiere la implicación del sistema serotoninérgico en la
regulación de la funcionalidad del eje HHA. De hecho, existen numerosos estudios
bioquímicos y fisiológicos que apuntan hacia la participación del sistema central
serotoninérgico en la secreción hormonal del eje Hl-LA (Tuomisto y Mánnistó, 1985; Naicagami
y cols., 1986; Calogero y cols., 1990). También hay datos que son indicativos de la posible
asociación entre el estrés y el incremento del metabolismo de 5—HT en diferentes regiones
cerebrales (Mitchell y Thomas, 1988; De Sonza y Van Loon 1986; Shimizu y cols., 1989 y
1992; lnoue, 1993; lnoue y cols., 1994; Saphier y Welch, 1995).
Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran cómo la administración
icv de CRP produce un incremento dosis-dependiente de las concentraciones de 5—I-IIAA en
el NPV, pero no en otras regiones cerebrales como son el ACC o los núcleos hipotáláinicos ARC
y NSQ. Por otra parte, las concentraciones de 5-1-IT permanecieron constantes en todas las
regiones estudiadas. Teniendo en cuenta que la administración de HES induce la activación
de neuronas serotoninérgicas en el núcleo dorsal del rafe de la rata (Pinnock y Woodruff,
1991), y que la activación de estas neuronas por estimulación eléctrica aumenta el
metabolismo de 5-HT en el NPV (Peterseny cols., 1989; Saphiery Feldman, 1989), el aumento
de la actividad serotoninérgica en el NPV observado tras administración de CRP podria ser
consecuencia de la estimulación previa de neuronas serotoninérgicas del núcleo dorsal del
rafe inducida por este neuropéptido. Por otra parte, se ha descrito que las neuronas
serotoninérgicas del NPV intervienen en la respuesta adrenocortical que producen diferentes
estímulos neurales (Feidman y cois., 1987; Fuller, 1992), y que fármacos que aumentan la
función serotoninérgica incrementan la liberación de CRE, ACTIl y corticosterona (Fuller,
1992), hecho que está de acuerdo con los resultados presentados, ya que, como se menciona
en el capitulo de resultados, CRP aumenta de forma marcada la liberación de ACTH y
corticosterona.
Se ha observado que la administración del antagonista de CRP (Leu’3-xp-CH2NH-Leu’
4)
bombesina no modifica las concentraciones de 5-HIAA en el NPV, hecho que sugiere que en
condiciones basales, el CRP endógeno presente en el NEW no está regulando de forma tónica
la actividad serotoninérgica en este núcleo hipotalámico. Por el contrario, este antagonista
bloquea el aumento de las concentraciones de 5-HIAA inducido por CRP, lo que sugiere que
este efecto está mediado a través del receptor de CRE.
En experimentos llevados a cabo subsiguientemente se caracterizó la función de CRE
sobre la transmisión seroroninérgica en situación basal y de estrés, asi como la implicación
de CRE en la acción estimuladora de CRP sobre las neuronas serotoninérgicas del NPV.
Distintos estudios neuroquimicos han demostrado que la administración tanto icv como ip de
CRE incrementa las concentraciones de 5-HIAA en la corteza prefrontal y en el hipotálamo
basal de la rata (Lavicky y Dunn, 1993) y sugieren que en una situación de estrés, la
liberación de CRF puede activar el sistema serotoninérgico. Asimismo, en respuesta al estrés,
se ha descrito el aumento del metabolismo de 5-HT en diferentes regiones cerebrales,
incluyendo el hipotálamo (Mitchell y Thomas, 1988; De Souza y Van Loon 1986; Shin,izu y
cols., 1989; Shimizu y cols., 1992; ¡noue, 1993; lnoue y cols., 1994; Saphier y Welch, 1995).
Los resultados presentados en esta tesis demuestran que la administración del antagonista
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del receptor de CRE a-helical (9-41) CRE no modifica el metabolismo de 5-1-IT en el NPV en
condiciones basales. Asimismo, y de acuerdo con estudios anteriores, se ha observado que el
estrés por restricción de movimientos incrementa de forma marcada la actividad
serotoninérgica en el NIA!, aumento que se bloquea por el antagonista del receptor de CRE a-
helical (9-41) CRE. Este hecho demuestra que aunque CRE no regula de forma tónica la
actividad de estas neuronas en esta región hipotalámica en condiciones basales, si lo hace en
procesos de estrés. Por el contrarío, la misma dosis de a-helical (9-41) CRE que es capaz de
bloquear el efecto estimulador del estrés sobre la actividad serotoninérgica en el NPV (y de
atenuar el efecto del estrés sobre la secreción de ACTH y corticosterona, como se ha descrito
en el apartado 11 de esta discusión) no es capaz de bloquear el aumento del metabolismo de
5-HT inducido por CRÍ’ en el NPV. Este hecho que sugiere que CRP aumenta la actividad
serotoninérgica en el NPV actuando a través de su receptor, pero no a través del receptor de
CRE.
Por último, y para concluir el comentario correspondiente a este bloque de
experimentos, decidimos evaluar, al igual que con CRE, la posible implicación de CRÍ’ en el
aumento de la actividad serotoninérgica en el NPV tras someter a los animales a estrés por
restricción de movimientos. Laadministración del antagonista de CRÍ’ (Leu’3-tp-CH2NH- Leu’
4)
bombesina no modificó las concentraciones de 5-HIAA en el PVN. Sin embargo, cuando este
antagonista se adininistró antes de someter a los animales al estrés, bloqueó completamente
el aumento de la actividad serotoninérgica en el NPV. Estos datos indican que aunque el CRÍ’
endógeno cerebral no interviene en la regulación de las neuronas serotoninérgicas en
condiciones basales, silo hace en situación de estrés.
1V. Regulación de la expresión génica de neuropéptidos
por GRP en situación basal
Los resultados correspondientes aeste bloque de experimentos muestran, en primer
lugar, como la administración central de CRÍ’ aumenta la expresión génica de CRE en el NPV,
región hipotalámica caracterizada por presentar altos niveles de ARNm de CRE. Este hecho,
unido a resultados encontrados en nuestro laboratorio y no incluidos en esta memoria según
los cuales CRÍ’ aumenta los niveles de ARNm de c-fos en este mismo núcleo, sugieren que
GRP, además de producir una activación neuronal en esta región hipotaláinica, interviene en
la regulación deja sintesis de CRE. Por otra parte, existen distintos trabajos publicados en los
que se describen aumentos en la expresión génica de CRE entre 1 y 2 h después de la
administración de distintos agentes que producen activación del eje HHA, como son CRE o 5-
HT (Parkes y cols., 1993; Kageyama y cols., 1998). Concretamente, la administración de CRE
eleva la expresión del gen de su precursor polipeptidico, que aumenta 1 h después de su
administración y retorna a los niveles basales pasados 30 y 60 mm (Parkes y cols., 1993).
Además, distintos tipos de estrés (restricción de movimientos, administración de hipertónico
salino, estrés por frio o natación; Harbuz y Lightman, 1989a; lmaki y cols., 1992; Harbuz y
cols., 1994) aumentan la expresión génica de CRE en el NPV, 2 y 4 h después de someter a los
animales a los distintos estimulos estresantes. Por lo tanto, los tiempos a los que se
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normalmente se activa la expresión génica de CRE están de acuerdo con los resultados aquí
obtenidos para CRÍ’, ya que este neuropéptido eleva los niveles de ARNm de CRE 2 h después
de su administración, retornando los niveles del mensajero a los valores basales 2 h después.
Por otra parte, el hecho de que CRÍ’ eleve los niveles de ARNm de CRE 2 h después de su
administración demuestra que existe una correlación considerable entre la secreción
hormonal y el aumento de la expresión génica de CRE inducida por GRP, ya que este
neuropéptido produce la liberación de ACTH y corticosterona a los 30 mm de su
administración, y cuando este incremento de la secreción hormonal comienza adisminuir, 120
mm después de su administración, es cuando comienza la sintesis de CRE, el principal
disparador de la secreción hormonal del eje HHA.
El gen de Í’ENK codiuica para la proteína precursora de los péptidos opioides met-enk
y leu-enlc, moléculas implicadas en la regulación de respuestas de tipo emocional y de factores
hipotalámicos de liberación hormonal. Además, es sabido que la aplicación de estimulos
estresantes agudos aumenta la expresión génica de PENK en el NPV (LightmanyYoung, l987a
y 1988), y NVM (Larsen y Mau, 1994; García-García y cols., 1998 ay b). Es por ello que los
efectos que produce el estrés sobre la transcripción del gen de PENK en el NÍ’V son
importantes desde el punto de vista de la actividad del eje HHA, ya que aunque el contenido
basal del ARNm de Í’ENK que se expresa en las neuronas parvocelulares del NÍ’V es
generalmente indetectable o minimo (Lightman y Young, 1987b), en situaciones de estrés
fisico se incrementan de forma muy acusada (Harbu.z y Lightman, 1989a). Estos datos
sugieren que la expresión de Í’ENK en el hipotálamo puede representar un índice de la
respuesta del animal a distintos estimulos estresantes. Por ello, en su momento,
consideramos interesante el estudio del efecto de CRÍ’ sobre la expresión génica de PENK en
dos núcleos hípotálamícos (NPVy NVM) caracterizados por presentar gran abundancia en este
gen. El hecho de que CRÍ’ no modiflque los niveles cíe ARNm de este gen en ninguno de estos
dos núcleos, sugiere que los péptidos opioides no intervienen en la activación del eje HHA
producida por CRÍ’.
Por último, hemos examinado los efectos de CRÍ’ sobre la expresión géníca de ARNm
de POMC en el lóbulo anterior e intermedio de la hipófisis. GRP elevó de forma muy marcada
la expresión génica de POMC en el lóbulo anterior de la hipófisis, 60 mm después de su
administración. 120 min después, los niveles de ARNm de Í’OMC se mantienen elevados,
retomando a los niveles basales a las 2 h. Este resultado concuerda con los tiempos que otros
autores han encontrado aumentos en la expresión génica de POMC. Así, Carcía-Carcíay cols.
(1997) han demostrado aumentos de los niveles de ARNm de POMC tras 2 mm de estrés por
éter seguidos de 60 mm de estrés por restricción de movimientos, y Autelitano y cols. (1990)
encontraron que la administración de CRE induce un rápido aumento en la expresión génica
del transcrito primario de POMC, que permanece elevado incluso 4 h después de su
administracion en el lóbulo anterior. El hecho de que CRÍ’ eleve los niveles de ARNm de
POMC en el lóbulo anterior entre 1 y 2 h después de su administración demuestra, al igual
que ocurre con la expresión génica de CRE, que existe unagran correlación entre la secreción
hormonal y el aumento de la expresión génica de Í’OMC inducida por CRÍ’. De este modo, CRÍ’
produce la liberación de ACTH y corticosterona de sus vesículas de almacenamiento a los 30
mm, y cuando esta secreción hormonal comienza adisminuir, entre 60 y 120 min después de
su administración, es cuando comienza la síntesis de POMC, precursor de ACTH. Por otra
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parte, el aumento en la expresión génica de POMC en el lóbulo intermedio es un hecho más
rápido que el producido en el lóbulo anterior, aunque de la misma magnitud. Esto puede
deberse a que existan otros estímulos que regulen conjuntamente con GRP la expresión







1La administración intracerebroventricular de CRÍ’ produce un marcado aumento en
las concentraciones plasmáticas de ACTH y corticosterona. La administración previa
de un antagonista selectivo del receptor de CRÍ’ o del receptor de CRE bloquea dichos
aumentos hormonales. Estos hechos sugieren que Cid’ activando directamente
receptores de CRÍ’ o indirectamente receptores de CRE estimula de manera
significativa la actividad del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal.
20 El factor liberador de gastrina aumenta las concentraciones de ACTI-I y corticosterona
en explantes de hipotálamo y adenohipófisis, adenohipófisis y glándula adrenal, efecto
que es bloqueado por un antagonista del receptor de CRÍ’. Estos resultados
demuestran que CRP aumenta la liberación de ACTH y corticosterona actuando a
todos los niveles del eje hipotálamo-hipófzsis-adrenal por un mecanismo mediado a
través de su receptor.
30 Los estudios llevados a cabo en cultivos primario de adenohipófisis sugieren que el
aumento de ACTH inducido por CRÍ’ es un proceso calcio-dependiente.
40 Los estudios in vivo e itt vitre demuestran que CRÍ’ no parece regular de forma tónica
la liberación de ACTH y corticosterona en condiciones basales. Sin embargo, el hecho
de que la administración de un antagonista de CRÍ’ atenúe el aumento de ACTH y
corticosterona producido tras someter a los animales a estrés por restricción de
movimientos, y que esta atenuación sea comparable a la que produce un antagonista
de CRE, sugiere la posible función de CRÍ’ en la regulación del eje HHA en procesos
de estrés.
50 Los resultados obtenidos en las microdisecciones del núcleo paraventricular del
hipotálamo sugieren que CRÍ’, actuando sobre receptores de CRÍ’ centrales estimula
la actividad serotoninérgica y esta activación es independiente de los receptores de
CRE. Además, CRÍ’ o CRE endógenos parecen estar implicados de formaindependiente
en la regulación del aumento de la actividad serotoninérgica en animales sometidos
a estrés por restricción de movimientos -
60 La administración central de CRÍ’ aumenta la expresión génica de CRE en el núcleo
paraventricular del hipotálamo y de POMC en el lóbulo anterior e intermedio de la
hipófisis. El aumento en la expresión de estos genes directamente relacionados con la
sintesis y/o liberación de ACTH confirma una vez más la importancia de este
neuropéptido en la regulación del eje hipotálamo hipófisis-adrenal.
70 Todos estos resultados en su conjunto apuntan que GRP podría ser un nuevo
secretagogo de ACTIl y corticosterona, y sugiere la eventual aplicación de antagonistas
de CRÍ’ en el tratamiento de patologías relacionadas con determinados tipos de estrés
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Introduction
Gasírin-s-eío-asiog peplíde (Cid>), a 27-amino acid pci,—
(ide, Waa maelaled freía poro inc nonaní tal patrio aud
intestinal lisauc [1] and aubsoqueszlly idcs,iiísod ir, liso gas—
tresr,tesí¡nal ls-aol asid oonlt¡il nerveus ayssesa of sisare—
KJ«RGEP. líaIS. Kaísx, AS;
- ti cq.t,ttt~t’—,tt tít





Secretion in Mate Rats
Abstract
Gaslrio-rcloas¡ng popí ido (<SRI>) exerla several fuocliona wititio (he hypolhal-
asnos and mac be involved ir, lite regulalion of piluilary líos-mono socretion.
Tito pus-peso el lIsis sludy toas <e isívosí galo liso cenItal cRecí elGER en hypo-
thalamir—pilisilos-v—adronaí axis oolivil5’ sí lite mole tal. Isslraoerebrovor,lriru—
lar (¡.rc.> buí nol ir,lravosoua adsttisiitliasioit of <SRI> (1, lO, lOO ng/ras)
sioseased plasmo ACT II aoci corI íroslorone roncen ls-al jons ¡o a dese—depon-
dorsí man oes-. Tito it igitesí dose (lOO og/ral) of GR 1> ¡ocreased ploama AGILA
and corI icesierene 4- and 1 4-bId - roapecí voL- TIt it mercase peaked al 30—
60 mio alíes- ir.’, injecí ion, decreasodgradualle asid returnod te haseline lev-
oIt 240 mio aflor GR 1’ atl os inisí¡al ion. TIte j.c.o - admio ¡al ration of (Leo 5
w-CI IzNI-I-Lo.0
4) bombesio, a competitivo ar,d spcrif¡c <SRI> receploranlago-
nial, had no cflf~rí en ACTIl asid oes-licores-ene secretion; howeves-, a dese of
¡ pg/ral compleloly bíoeked liso baos-case of boíit hormones joducod ¼<SRP
(lO ng) By usinga-helical (9—41) res-liceís-opin-relcasing facIes- (CRE), a cera-
peislíve aniagonisí of CRE, tIte roleof CRE en GER-induced AGILA andres--
1 coges-ene sors-etsoo toas also explored. a-Heíical (9—4?) CRE (¡O ¡cg/tal)
bloeked lite morcase ir, ACTI 1 aoci corlmcoslerosíe secrelsen indoced ¼GRP
(lO ng) lito resulís obíainod ir, tisis sImia soggeal dial CRE oes-cases tIte
seovel ion el AGILA and corI icores-ono ir, sIte plasota ¼aol irsg rents-aIIy osí
(SRI> teceplora. aoci thai ondogostoisa GR’ teceplor ligaisda do ¡set tenically
regulalo ACTI 1 aoci corI icoSlotone seos-el ion - Fusl liorníere, li-se itypotitaíamus—
piiuitarv-ads-cnoi-arlivaiisígelltcís isíducod ita CRE appeas-lo be medialedal
¡casi ir, pan, ¼(7EV
mala [2—4].Admio isíral ion of ORE produces a wide valí—
oty of cifrosa ivscluding sljoitilalien of gasírie and pan-
os-calie seos-el jons jo expeuimeníal animals and humans [5,
6]. itapolhorní la [7], sal ci si 81 and regulol ion of hypotha—
Iant¡c aoci hypopíívsial dopamísiergír neurona [9, lO].




—2>4,-st, Mí—ti. lía ‘~,,,
1 U54I=SJ~ >14.1261 Miii ik~’t> *>‘-~‘,,‘ -
Iticatod ¡o lite gasí río vagos los-sai nal a thaI tegolat cta g;ta—
(río solease hciixg toelí kgown, jis rolo ja lito central ner—
volss 5551001 rosfl;Iísss <si he ciscos-lamed.
hedí <SRI> ;stitl bosísísesmn (a 14—amino deisl pO(sli(lo ¡50—
lale(I iota s-sig allis) [II] oosil;sitt (¡sc (‘001 f—íestaísícsl
itopíapojílido tolijolí a lito it¡oístgio;tI/y ¿solivo pos-lien sil
tite peplmdc -Lito distt mlxii meo of GV. ¡‘/izoni lscsi rs—li ise pcp—
Idos asid llicís- coepísíva lías beco ciosíl jitotí ti sztasiisntsli—
an lísanes scsch as lite g;isíroinloslitz;íl (roel [12, 131 aoci
lite con Lot1 oes-vena aysieni [14—16]
Art iiougis (‘tE!> recoplora ((3 U P—ps-efos-s-i ng vecoplora)
a te tondol y ci ial tibuictí llí reuglioní lIso cosil ¡al novoersa aya—
¡col, dic higitesí dooaity of receplova lías beco ideníjísed o
llie Iiypoliiaizsissíss [I?, 18] asid anterior piltsilary 1191.
suggest i ng rs tole of tít 5 0dM ido ir, (lío vegoIal ion el ls s’ psi—
tlialaiiimo aoci piltsjlary Iioriíiosío Seovolion. Incicod. ad—
ouioialr:slioo of (ild> inlijitila grosollí liorsaene [21). 211
and ptoíacl ir, aocs-cí isísí [22. 23] ir, íl te ¡al, aix? sí ini o laica
ACTH aecs-eíios, ¡si tal 124] asid tuco 1251 ¡lío atiolsíníjoal
diatrjbutieti of (SRI’ receptora asid tIte cReus el (iRI’ en
piluitas-y itorísiotio socrolion suggoal thaI llíja popode sisas’
be volevaní jo uso ~so1rol ollzvpsttlialaniic—pilcsitnrv—adrc—
no! (II PA) axis.
<Sss Síus boso, lite prososil isivoal go/vitI tocía tíesigitosí te
esatuitie llio cliccís sil cctilvctl aoci poriplicral aétiiitijslro—
tietí ef(~Id> osí ACIl 1 asís] cs,vlccsistersíoe Sccs-otj(izt ir, lite
tal. Rs’ oatig (¡cts’ ij, (‘I.It—l co’t) itesíiboaiií, a cosiipoli—
Uve atid specdtc fiEl> arslagosiial ¡26]. toe hayo olse doler—
mines] soliellíer (ir síel diese eflecta aro jíedialed ‘ja fiEl>
receplora. aoci ji csídegcíiotss (/1(1’ uganda ícisncolly rego—
Ial c ACJ II os- cOs-i cosIeren e Servel (>53. 1 ss acid 1 iOO - 1 ss
ps-ov¡dc sonco insiglil tilo lIzo ondes-lo-;sig aceItan jaras ity
‘olí¡clí fiEl’ st imulalca ilie II PA axis, lIso rifen of coní tríl
adsaitiisís-oliesi el o—licljcol (9—4/) coviicoís-opizí—roIc;zsísig
factor (CI<tD, ci cótuipol jI ve CRI< arilagoiiial 13<)l. etí
<13 E j>~jis] oecd A( 1 1 aoci ces-Iirs-oste coito acore ti iii lía~ e
beco st csdicd.
Materjais ansi Methods
PAtito Sptcsgoe—I).iw/ov r:sic ís-cigtz;iíg 2s5sl—25ll g ssos-cssiíi:oticst
frisia titulan Itits:ritso,ící ibérica (Síu ¡rijo sir Codities. hlarecletití.
Spamsi). tiitsittittiiied iii ci tcíicpcttstotc—(23 ti “<) assd Iiglir—essítrzel/osl
Oigitís en belssccsi 1>1<01> atí si 2000 Ii> etí virennírsíl asíti píes soles]
fitod (l’cusl;ibl asid sar, ss-atorad Iilíjiuííí, AI/ itteccporttizctitsttteltzslosl
so tíOs sinsty s-.-ere peílíís-iaed iettoss-,og tite icigliral atasiolcírda el
Isttsztcssic cístistttíl otíto. tttostíiíiríttg ttsctiiit ocíve sim t,iirtot;i¡ittg itit5i
.snsl sssiicvog, ir, tícoerdcisíss: sdlí iic,tUínst titisi ,cscre:sljsísial lay-a
[lic otttv atat oir iii tít i,si—.itsírs- tsoítti:tls
¡>t sí s
(i;sstvittveíocísiztg pcsiicslc (¡>cti¡ituiiilcí IÁlttstvttt,irioS Itclstiesi< (ctS—
it., tISA). (leo e ( tt,PdIlI s-tt0> istoilíos¡it ltZosctis-s:tí Iti,,cliosiíi
<Sigitutí <lcozííjrcita(ss. PAtislsisí. Sp:saii ente sicaví scsi ¡ti lt~Pis Níslí
l)ttt~taís oto ttslttiítuistics-osl tía i,ísl¡rcíiesl ¡st 5/ii: legísvía si> sí,,— tizittc>,
titilO iti,,s-o o
Isossv/sssa-.,
Iii cíí,iítttílc s-ooo¡s-¡ut~ j,tit.tistsl tísis c,ttvjc-tíit,r <¡rs>> títccciiííssa ci
tltsirtteiisicol guidoccstitttil 1W 5 tstipi:ísíicd itisí líe rlgtír tilos-al cero—
bs-tsl scszirinlo 5 dcsys píísís- si uit isovistictíc <ciii ‘vos-e tttirittícii.’osi
cihis lis¡tsjtliosjsi (3 siil/ks, ttisrtpsrsisíttccíl) asid píisitisítícd itt a síes-esí
ix e ictínse 41 >as id Kepf1 tía> itt tacoSs, - Ini sí set. (tsl¡1-., U SAl w iii sIto
siietsítr btív cci 24 szíííí líslssw <sc lssirss,ízia/ pítítio. A 23—gtíssge uictití
leas—steel gstisie eciotítíl ív-as síapí iii>cd 14 hurí lalortil lii íísislliíío al
lsrog,rstz 1110 tun ;s,íto, ícsv/t)íí—.tu,s, rl tícíl 3.2 isnísí bclssw sistití tinosittt
¡ng iii Oir tilitía lay- Ki$,iigtstid Ktcs-spel 1231. ctiiíl tiriclisivcd iii ilio aksití
is-jilí aiíitílrsscíccl sns-css’i Otto sitio altos- Stts-gcvs- cs,tíiticzlsss-os-o tititisí
cd ostis’ dcíy o tii¡acti;i>,e dic oltectí síf aSicas <jurio tiuaíuiptiiciiisso,
Oit liso sitio <055to oxpes-itíiotit, (SRI’ <lii) o,.C! IaNI —Loo54) hoisí
laeaj e. eliot irtíl (9—41 ( - Rl> sísic Ii«Ir siere tucoscd ¡ e ti y ilsíose nf
5 <il ss-iilí ci tO—~tl ttintiltsitt titirviityvitsgc C<ttzticosost isí ti 3(i—gttísge
sttsi,itoat-a-sloo¡ cojontos ehíclí poittiiikd t tuca Isotuinid [líe tus tE Sise
sististe rttíísítultí círtol i,cící tito ates-tu sotílsiclo (lic pltíoettíoíít sil
otitui,tut sa s.s a citicol lí¡sssslosiu. cliv csiíd sosis tituco ttcicsittilcc y-idi
pcsps:s ; s 5 ;iI ícsí,tct, a ssts tttstcísicst <it ilts liáIs
S5ssí / Lic e/oss ¿‘sse! f?/u,c,c/ Scsííz¡u/csts
lííciss’ri/ttcc, ícglíi -sto; sIc ctlísta,s (II SO toiticír ( tía áittíssíc IBis
cti¡t¡tttii., 5 1 tOS/u> oir, titipí itiisst sís lío cvis-tzitit jitetultis- ~
ocísior i stultIt(aitc ,,cssiitss; i 5 si Ss ~sííccíit, <sí s-’.pcr iszts:ítt Oit tice
doy of lito sapos-mus-ni xtsjtctot,sd i..itlliists tít ztísicv¡dttallv cagoil
citsttttttta sss: oc ci ticicoirsí Oc sjcze,ísiíí,t ittbitíg III <(1 tittiing. Cítí-
A dtsiuía5 tíos1 te linocl islasítesí fer (al> iii ,t III ansI a unípies (II3 tul> aovo
osillocied (1.3(1. fil). [24<sud 241) ííziíí reí-sItio iii sirsiger ‘chicle tuco—
titas> lite vcitsstiic itt la/estil s,iiiitirtsasti ,ii asti rin> pucos ss.tia inat,-sC—
cl¡tíicly vo<tlticcá isishí clii ocIccvalcrsl 5sslsttzis el riSusttctiiis:st red Itioná
ccii> ¡ci tcezatuoi,iisod atílino (10(1 ti/síu) ¡u sí,sios io uaíiid Mili es-
ssi;itiiiats7,uttls7 nlítOlítoi ,TisliiiOsi so SttL.icit iii titut/i,;sa ititii silo/sl
tsí;iak lvii ,racitia. alt cxtarti,tlct\is ascos asiisíísiaud sIscota 51<1 (lii tisis!
l <.11(1 It.
.1<7!! cí,cc/ <sííscscnusauuíse Roc/ñí/ísí,íít,mu,sa.oíí-.i
Irsisík iitscsís/ ‘sois cssilcclcsl i<llisíssc,st, sis:c:lpcit,tvsts sic irtíto (lic
jtcgt,ltss- ‘ciii ti: si oouuírifítgcci 43/ilil r<stct 4”( ¡5 tzscíut: t-s1:actii ssaa
stsxrest lis,bosí 4—8(1“(1 ot~ 1/ lievísíiinr osaSte s ‘soro te tiorotial -
(¾s-icssiatorníic ss-cía ocis-tíricol bituse istg tice tíseití,isf si> Attittsriss
asid (csstcllotííec 2K~ lirjefis. essciioviairts,tis títt,sli,w arencó’ ns-tt,ís—
osiris,, ‘sta tcsdv,tty,osi It’, tsnolttttisutc ss,ii, svvítsíuí (iisíolíí sigo, Mtírc—
lirjití. PA isisusí S
1i iii> isis-SO ítíiíc tul resistí ts,titsz turs ¡ mipaití 555=
síu:íet,s si,si las tr~íaaztt tilíjíailor loetíltsusíii (lteslivs,ircs Mtztitíliettía>
bis- 31< síus si rísetís tcíusíteratore. Csttiissiats retís <Síesistí ( lzsssísoílc
(lía. PA íd, iii Spiutii ssaa sssesi cus Oit usa-it stííísl tul it tsiisa,tuutao—
itsittsa.tysssszs t~ss-ier,~scsl It’, acislitsg si,sisisiatsrsi,is .tittt,sI,,,ct
clii, (iluso st Suisisca lituiíesi. (osísístí tíO> ansi ‘l1,,i,uiss,st,uc
(Atito,—It iii Misitid Sptíiíí> tít atisrilís sí,’ ti iii 88< i/tttitissl
(8.18151 sptw(tst<rei lis tisis ttuc>tctsc Siles ittciciititisiti tít 4’( les- i <u
241,. It,- ttttiigí—ít—ti, tiiiisísi’,- oi,ttipiss si: ca Ss— íaoiroítosi Iii,tus
:,,st¡<ots soelí 1 ‘8, scliasOsiat tinsí ceisis iistsocsi ti 4 ‘(7 351510 s-tsií tisí
U ,-,tisss,i, t.s,,ccíutuss to


















Stsstist ¡sa/ A ,sa!sss.s
Sítu st«tít ¿síualyacs wc re perlosní cd os issg tulio— Os- liso—say
ANOVA tiu<tsíwcd lay líse Ssodctsl Ncwíuícsus Kcoíc loas. l)ilTcrooccs
wcrc ,oiuussislcrcd iigiuit¡ccitui ji tito prsuia;ííailily sus- Crisis- sitis Icss ilíazí
5~1<,
Results
As alioton ¡u Isgoro la, b, i.c.v. adra n st rol íosu of (SRI>
— lOO ng/tal) 30 nuin bofos-e decapitation pí-educod a
deae-dopendeot mes-caso ¡rs plasusa ACEII asad eorticesle-
teste eooceotratiens ir, tite tal. TI-sc osaxisnal dUcen toas
fonos] toillí liso lOO-ng dosc, wlaich signif’cantly increased
píasnio ACTH (4-Ibis]) and corticosterono (1 4-bId) con-
oetu/tcílíeiia. A luigluor (1 ¡cg) doso cus] nt-st isadíjee asas’ ftsr—
iluor sites-coso (dala niOt aliotosa). lIs’ atols-osí, jtíls-avetiessa
(iv) osiiuíiiuiatratiot of <SER nl <líe saitie desea tocss soitlt—
o tít tallecí Oía ACF II atad cotí icoalerotío cotacen (taliotas tít
lIso ploastití ([sg. le, d). liso polersí s(iíííoloiors’ cietiosí e!
GR 1> sun 1 líe serren tota of ACE!-? and cotí coslerene toas
reveo lcd op sí toluco lite linao ceo tse of t (sc pepí ido toas
dolería it-sed (Fsg. 2~ A single i cv. isíjecí ion taf <SRI>
0 1 lO 100 <lOO ng/tal) usos-casos] AClíl aid corI ¡costes-ene seos-e-
GOP (ng/rail tiuusí lty 30 tíaisí, ¿sta ofbocí hlial ‘vas saaaisaí¿íincd ter así acidí—
liesí aL 3(1 sn tu <nr tael it so ritaosaes. ACTII atati ces-lioea le—
rtísíe lalasína lacIa renoroes] lo control valoes tas’ 240 ita iii
altos- sí rug isajecí ion -
1 tít racerclas-ovcsals-icolar adna ostral iota of tííe coisataen i -
Óve aoci apocifie <SRI> aotagooisl <Leuttw.CH,NI1~
Leo fl taoníbesi o, al doses of lO, lOO ng/tal os- 1 ¡cg/rol.
30 ‘ata prior decapilanion was toilbeol cifecí esa lIte acere-
lien of ACFI¡ asís] corlicosícrono in tite píasíuía ([sg 3k
ihiíoeoec, toben ra/a toes-e injertos] ¡e. o. wi lb GR I>(1() tigO
asad (Leo ~ II ,N li—Loo t 4) bosaabesjsa (1 pg/rot
Ot ixed togollier, 30 nuin befos-o docapitation, titia anlogo-
sajan ‘vas altío le ceitaplenels’ bleck llio stinnsíalosy eUforia of
GR 1’ <-sta AC1 LA oías] cernicoslotono cencení rat inna ir, llie
pícíasuicí ([sg. 4)
ss-llclieaí (9—41) CE/Sitas beesa descnibod as a ceoapeli-
uve CRFanlogoíiisí [30) thaI Mao slíows a parlial ageniat
etíecí ¿tI la gis cuses. lía es-des- lo ealablish tolací hes- os- 001
titis cosapeusad exitibiled agonisí -aotivily 00 AGiLA sos]
corlicoslorene Seos-chota, dilTos-col desea of co-helical (9—
41] CRV(l. 3 and lO ¡cg) toeregiven lev., 20 osin before
decapimolisun. ollelical (9—41>CRF waswiíhoul dIces en
AGilA and eos-íictísleros-soseoretion al (tao desea adatinis-
nered ([sg. 5). As sitetiorí ir, figoro 6, i.c.v. ad;íuinia<ral ion of
sc-lucí col (9—41) (‘EF (lO ¡cg/tal) 20 ‘lijo befos-e <SRI’ tus]-
itsjsuíats-olion bísielced ((se socroase síu ACTII aid ces-tuco—
atos-esie costceuitral cus isídoced lay dais oooropept¡de.
Fig. 1. FiLos su Los> tuiS is-. cídruijsuissralion os-CRí> cts plcísiiiti
ACí II a tus] esírí jesísíonu uuc os, uccítí ¡al iotas iii oíatc raía a, b Raía soro
isíjeclod svií ti ES It 1> II - 5 1) os] 1<1(1 stg/rat) ev ¡la sal oc velí cte (5 <t 1/
ras, ir’) c.d Rtits sc re itujecied ss-isIs llie sanie desoí ofCRí> ev iii
corroaptiod ng anti ir selí irte (2(1<) pl/ras, iv.) Alían oíaIs ‘ocre (cilIos]
uy íleon pilas suri 353 ni ir, ator nl ir siltui o i~lral tau - Coto nios ropícaesí
nuca tus a tu cl sc nl jet,! litios 5 5FM st! plaisía a ACTIl or corlicosloroiio
esasícotí ss-alisísí a tisis, i 5—? tustílo rata, A o asnerisk isis] casos val oca frsuíui
GRi’—ts-ecztosl rara siio,i otro sigttiiicansla differcíut (p<OO5< ls-uní vctíi
clc—srccísed osuit5ist¡a,
lO uííisí, I>iiitsl<y llio sczpeííc:uícííuí ss-aa decataled asid nuixeul sillí a iq—
oidaeurtnillaijsiit esíctíail lirtbtocstootitsg ¡líe tosverijziiii ofcoutsinisi-
Iy sus- itio tuasa y was 2 sg/síu 1 Itio isis ca - asid ílerassaa variabitit y wc,
55 atud 7.5%, s-etposotjvck
ACTI 1 ras] su j sí síu o, tic,astiy sai porfursuicd foltesvisus 1 lic si-setlisis]
of As-ss es aL [2531 lias]isuiiuzsiioiusiass~tya sacre perforníed by as]disig
ACTII auííiscroíus (ACTI 1-1 - lg(i Cerp, Nasitvillc. USA) anol 05L
ACTSI (Asocs-stsc,ííí. Mtsds-jd. Sptuits< al apecilio aetiviíy ti1 2.000 Ci!
nursíel (8,05)4) cpruí/t otto> so llio saísuplc. lloníasí ACtí 1 (Sigma Cluoní-
irala Co.) ustís tases] tus tíoaasosy iiossadcss-d. Aher incotacuiioiu al 4>01 sur
72 tu - 1 líe aol igesía iii latís] y ctuíuu píes was sepas-ates] Inisus tautasuotíd
asit¡~co sOis a secosid cutí¡tasudy <IgC-GARGG. lgG Corp) ¿suad as-ter
3 It sal sicstatu sus - cosí is-i stges] al -1 C .3.000 s-píuu. fon 25 síu iii - II otilí y -
ilio so pertítitos sil ss-oía dorcí ircd cutid peíiei s sacre rsuu silot1 iii a gtiiii nití
cstoííter lito <tisí-es- litusis sífccoii-cir sito sufí líe asscsy sas tO písísut/l 1 tic
sííss-cí— osiusí ituicvtuaativ sctvitttíi<jic ssaa 1<7 cusís1 15941 rci¡ttetisoly,
¿tu nriti,u/ PAciii ii/A síu ias-sísisu/1- ool,les/
loiti ‘tu títí tea















IX Ncíuri,cuuuii,sríuuuuiu,guc t9llo<,tl:t iS,—522
420
360
Fiq. 2. liíuue osusírso itilte ei<cs-íaiis-
sus íalozsrsíou /uCil 1 cuííst silttirsuaiss-íliir rícíl—
cciii s-tttisítta iii ticcile soiS,> Iltíííit! ssoca ciillocteíi
lssarui ciii cxicuisatj,csi iciiuiíig ituipl:íuuicsi iuc lico
riaStí csls-isuíuí sití lIso jss~ssltsr ciii licíaite (/.0015
ujítící tisis] 3<i. fil> lii círsíl 24ii iii,, cilios-
snl:tic voisicie sir (SRI’ tidi,ijttiaiucstiíítu <¡OIt
usg/5 {u l/roí 1, jo - y - > liso roso/ls rojatesesil u Izo
íuuccííus asís] ‘orn cal i~ííOi 1 SEPA ofAtt -Ii (a)
os- ros] cosiersiuso (la) csusícesusrcss it tuca iteití 5—
1 raía. An asionisk jns]ieaícs sínloes s-s-i,ni
GRP—ss-eatosl ncuis ilsosí are sigtuiiicotitu¡y st!














- 0cOs~ (iris oglíuí)
*
0 30 60 120 240
cia/o aSter Osar’ <300 cg/caí)
FIq. 3. I)suac tccc¡uiuízaciíf líe cOrrí <cl
lFco
t3—i
4t—CII _=411—Feo5.5> ttssituiirssit síu píos
tutu ACil 1 atísí corsissiszcoiissc ríiiisrisis-cs
caías isa sta ale cdli lUísa asoro i tocí cii ss-ii/u
(Fesst ~ í~—C [1t~N ll~tcss~ fl laesuulícaiss (1 It - /11(1
¿sos? .000 re/raSí sus- ssiits inc s:s/i,tcve!tirlo
<5 pl/rau. cv.) aocI (cillesí tty siec-cítaircticíusi
30 suijía later Csu/oustius reprccc,ír tíccusís asid
s-erticat lisura t SEPA tít p¡acíusa /uC tI <al

















9. 4. Eticos sal (31<1> osos] (loot í~5
(711 _ =411—Leo$ lasutsulacaiss cts 5a<taanuos ¡us( III
atus) csístjrostcs-suíío cotscosisrtuiisatss ius titile
rata Ratcworc itijeonos! sai!!, (RI’<lli uug/ras:
Sol/rato ev) ami/ev (Ipol tvCI~,Nl
Leotí> lasauslacai u’, ( t ps/ial ití 5 05 en>)
sss ixe.d lsigetiuev ts,usl (cilIos] lis’ tIce:, tin cus suc
suuiíí laten. Coiit rol rcsts sacro iíujoeiest os.
saislí satine veísiclo (5 hl/ras) 10 hitííu las-cus- uit
dccap ita 1 isasí - Col ciii sss re~asoscsí t síu otitis a sol
‘-orsical utica 1 SIIM sis-A(T15 <a) surcuis-tioíí
asorsítie <la) couíccsitrarisusts Is-suití 5—9 noii A,c
tuas crisis aoljotíS ea y títites fssatui (¿It t’—í ictus cíl
oms lis-sn are cig.tuiítocntutly diikreoí (st e sil/le















































ni/rs oller G53P (100 ng/sal>





9. 5 linces sus- ti—IisIiettl <9—41 Qfl: ~r,
5-a
plcistus¿t <‘CIII chis
1 os,rujosissorsuiio csuuíocíu— 4
ls-oit isatis ¡5 níalo vals - II al s werE isijoclod sail u
a-Iscíicctl CRí7 (1, 3 tuod lO pg/ral¿ 5 ¡sl/s-as¿
¡ev.) caíd kiries] uy slecnpitaiioss 20 misa lat-
es. Cotutrol rata sacro injocled i.c.v. sailis
salisio volsicle (5 pl/val> 20 sííisu prior so deca-
pilaliotí Colotuusía neprososíl iticana asid Ver-
t cal lites 1 SFPA sus- <XCII 1 <a> ir cori iceusle—
ruino <la> sau,uceuíivoísjsus,cc Iritis: 1,—it) sala
fig. 6 l tite iis- tI,li.I> tisis? es-Iicljca! <9—
41) CE! susí pl eeuu í <XCIII otod csanticuualc—
s-síííe eeíssssicir,ttti,tía síu ¡titilo tal,> Rsszs acto
isíjeesod saulis íc ludís sí <9—41< (EF (511 pg/
rasc 5 pI/rl i tv) sar isa sostiuio veludo <5 pl/
rosí: tI:’ 1 atí íuut,í pítiur su (MIl’ <It> uig/ral:
pI/razc ues-)stt ita a-siiuío seis/oIr <5 ¡sí/rosto
íes.> csslsííííaísss,íuísuzí Irosuis laisisud sacía osal—
cotos] 3i) nisíu u í rs- (El’ i iticcí síu - Ceusul riul
rata ‘soro 5030< 55<5 5 5 5- isis tu itt litio idi oís?
(5 pl/val> hijee. St> otíel 3<) tísití prior lo doca-
piial cii - (SsMotutu s rojas-oscos nícatí s ansi ver-
tical Ijuies í SIIM
0s- ACTIl (a) ev cos-sicosto-
nosie (la) cosícosíls-as síu s Irsurtí 5—6 raía. A ti
asues-isle i,ssiircules sosírsos Irsíní GR I>.ureateol
raía llicís as-o siguiifíecíistly dis-feconí (p <005)
froní veis ic!c—t sccssoui cs,íu sni/a -
200 - o: cm Vela/cte















Tho uaaas-kcd síjísaulaliosa of ¡alasosa concontraliona of
ACTII tísal folletos iov. bol 001 iv. administration of
GR[í reportes] ir, Ibis as-dolo ja cotusisleot svilit liso rosolIs
ofeas-liorstodies[24] o toiticia similar doacael GRP givon
¡cv. soeroased ACTIl. lo acidition, central buí tael iv.
administrasien of GE!> also morcases] eoi-(icostes-coo se-
creí sao o llie plasma. lito l¿sck ofcffccí of iv. administra-
lico of GEl> en ACTIl aoci corlicoslorono soerotion sog-
gesís thaI llio stimolalet-íc action of GRP en LAPA axis líos--
niono seos-el jets subcsy eccor vi¿5 ci cetaS rol naeclan» ssaa. On
ilio salten lías-ss], di fferetaees isa pluarsaaaceki ¡solio asid/os-
melabol jo botes-a (cuse. ciiltos-encos isa lío pepí ciases
dogradiog (SRI> un llio bleod asad cerobrsaspiíaal Ibid.
(muslos- of (SRI> (rostí tite blood ocnapartnieííÁ te (líe pitu-
itas-y) oaay acceoní for tíso diacrepanoica bcíween GRP-
isadoced isacrease isa ACTH aoci cos-tiooslcrono bosad cena-
parsng seo. aoci iv. adsaainistratioos.
The presacosaced mercases lis ACTIl and corlicostc-
roíac fouod afíer ti-so dese-roaponsoaoci <¡mo ceorse olfocta
of j.c.v. adnuioists-aíion of GRP stugges( <fíat tuis peptide
saay pias’ ci pliysiulcgical role ir, lIso couats-ol of LAPA axis
líos-mono soes-etion. 1-losaever, ilio admiiaistralion of (lae
GIL!> anagoo¡st (Leutíw~CII,NI.{~Lcul
4) bonabesin to s
soillaet l cOc l vis ACTIl aoci co,lioealerone seerelsení.
sud icat i sg thaI esudsages-sous (SRI> ¡a ¡set (oía icalis’ toguial—
hg ejíher Iuss-íaacíae lo controal, lIso adminisís-alion of (Isis
(iarrjslsi/ PA ‘tu sí/Asilaríasío/Fsuoii 505/
































¿sialcígosaisí cctuapleíoíy bleekod liso aíiíuatsl¿stcrs’ cObol ni
GEl> oía latalís ACTII ¿sos] csas-tiecslersuiic seerotiosí. sog—
gesluuig llicíl tisis ¿trote oclisutí ja sísoslicutesl vicí (1141> recoja—
lota.
luis sítisís’ ¿síasí íavsuvis.Ies ovisleizeo jis- tite jíivsulvoíuicttu
<it (14V iii tIte slííuitilctliiig cUbrí su! GR’ síu AMI? ansi
eortieesleroíic socs-etisuít. lIte csItiliís’ 51(01(14V cízitctgsistíst
[si Itlsuek (¡so aeorelisuía sal lasíllí iteritísutica iízslssccsl las’ (3141>
a iii keepiííg soitis ollíer sísíslios 132—35!. Sistro ccli laedica
sal CRE netas-tina Ilsoil regísíato AClí 1 seos-el isísa ¿ss-e ps-i—
oías-uy locales] ¡o tite pcss-vsícellislas- colla sil llie pas-ovorí—
tricolas- íí ocleos [13], asid hedí ííeorepeptidos esaexis! in
tIsis Isypetlsaiaunio arecí, it ja likols’ llíal GEl> atiosolatos
(lío seos-el oía of ACTIl cus? cori icesteroiso tas’ i oes-casing
(‘EF aotivity iii lIsis lissolcíua It tota alse iuecíi alisísosa dial
so liso ovine suiedinía eíuujiicuíre, tasutíuiacajti—ljke peptidea
coicealize ivillí (7141> uietirsusia [32]. ¿isis] jaOtonti¿ite (‘141>
isidocos] AMi> ¡eloase ls-síus, roil cutid suvitio dispersos] oíste—
ríos- pituita rs’ eclI a ¡33. 34]. ariygest i tsg í lz¿s 1 1 lioso jaepí idos
luías’ ja¿ss-liciptulo sí llio regrilcítisutí sul(RL. liudeed, Netil el
nl. [35! luosve tecesutís’ douuísuiiaíícuíosl lico jes ¿tslszujiijats-¿t—
lico el borsitacaita elicita st u-tu¡aid ro/case st (‘EV retía lIso
íísetliasa enuíuieuure. l¿.íkeiu ííis4etlies- dirás- suiaaorvcitisiita lcd
os <o Iss’petlsesíoe tiucil liso nos-caso mía liso Socrelion el
AClíl ¿tías] eottirsia<ous,iuc inilsueesí by <lUí> lucís’ involvo
liso release sil<’l4l- lísutus líe tuiesí ¿iii etuaihiesuce os- (lío ¿[cli—
s¿ut tuis sí((It:l iii (lío pcis-ocs-siiIíiost/tír tisielesis <atIlio its’~tsi—
ilzcul¿istisss
Iii ssssuitacurs’, lío trastOs suiaícujííosl iii ilsia sistds’ sssggcst
tíscíl (3141’ isíerocusea líe seos-el ¿5111 sulA(.fI 1 ¿tus] esirijeoslo—
¡clic síu lío picustuucí las’ ¿trling cetiticulís’ oh fiEl> uceoptera.
¿tos? ds¿tl cíitlcgeíisísís GUI> rccolattir logosiuda tío itul tenmoctí—
y regoldo ACílí otis] cos-tjreatevsiste secretinuí. lisis el—
<bola alao isíesliciled llirsatiglí ¿íciiv¿stictsu ci liso ondogenosís
CEE ss’at Or,í ir, 1 lío control sues-vsaos ss’steía - ilieso dato
suggesl llie rtílo cl GUI> tusan ¿ts]s]utisiuaal AMI 1 sees-oí¿í—
gsagsse art ~l lis-osíglí 04 U rolocíse.
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Hypothalamus, anterior pituitary and adrenal gland involvement in the activation of ACTH
and corticosterone secretion by gastrin-releasing peptide (GRP)
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lite coWerior pi luí coy so as divides) iii 1-sc sa esjsscul s-~ascusiera -
Ifs’latutlsalcuisui curul 1ailsiilavios socre prciitesiliouíod iuídiviclss
alís’ lías- 2 tu ¡ma 1 sial tui tu nuosiisisui utt 74 cus sloacnjtaod lis’
I3ttisliasss-y ci oíl [SI.cml 37<5<7, rltctssg~iuig Ilmo tumodiusití esccrs’ 3<>
sun. As-Sor tss’si 3t>tiiiuu 1uieitscsziicutisuii luonisusla. s!ue uusoslisusus
woua ropí;uced tojulí 1 tul Ireclí usíedissííí luí esucmlalialí tatuccul
u-olease Isis- 2<) uíuiíu lime itsediutiu toas lluotí clícínged secitis
eno etaiulcuitiiisg leas cugesila asid Iuypsuiiual¿usííi tocro ¡ocotales]
len a sus-tui íes- 2<) ha - liso (7141>1 i loo- staasen al reícasesí w¿u a
dotoníísisíed uy ita ¿ulai lius’ ssu causo ACTIl release is-osus
anterior p/lsaitccry s1oaiao-rc jnc,stacstcsl ir, y jIs-o, -tus describes]
las’ liuckiísgitcuuut asid lleolges [7] ¿sos] Senociauioce es al
124.25] TIar jiales-icul lacísceco itypesitculaoaic iíaceitasieua ansi
sessiuíg ~ CIt:F—like taesivius’ Irsuuta cuoscricar pituitas-y qísar—
lera se’ ja 20 sai ir, - lIte iii cdisí síu toas sIse o res-sasivocí ausmí
ce.íulnilugocl tau 3<1(1<> rpuím. 4
0C, It) uuiuí, Isa
1uollcl ¿urss’ ocílsultís-
isicuios-jal austí tocía aseuscil itsuzcsu iii aliquosa al —— 30’C. liso
ACIII re icomaed jis[su u lis: nicdi sus u tocía isiocí sotes] las’ sos
dicíi rsi uíaoussíacscus’ -
2.3.2 A títoíais p,ItIs/o¿tIc tfuiat/tis
Aher neiítsuviuug [líe piucues-isís- lsul.íc, cusclí hall el time
a tute visir pi uit¿uy so cus iii sc j cloíl su tui t toe eí~ sta1 <1uas-icrc asid
sotas ías-eincsuiutiiest iuuslis’iolscoulls’ cii 3/0(7 jo suc sazíse ísaes)issuuí
describes? Ñus- timo: ics’íasui!ícmloíuíui [líe uíaed/uzíí soas cliciriges]
os’crs’ 3d títití. urss) lis-tu exIadiacel fsm 20 rujo sta 1 oil os- Iroslí
ritoslis-uuus asillí tas- asislusascí loar agouísa. TImo utícdiuruí ascas síactí
removed ¿síasí cesass-/fsu ges] ¿sí 3(100 rpta-s - 40(7, lO sus/sa - le
pollos cuos’ ceiluicus- uíacíroniou! anil ascas ates-es] frs-azoo ir, aliquosa
¿sí — S0~C. liso ACTI 1 releacod oto sito mediuuua socia
rne¿íauíoil tus’ rouslisíiuuutus susíecuasas’.
233 A o/touma/ íi/otmd ¿/5<04no tic
Tu o cusíse tutu 1 Lc los mcl a ayote u-cutísuyos] tas’ “ouit rus! approoícli,
olearios? lusaí u u cusí ¡u cao lisa oc, tj sucurícrecí j ussía toen pircos ami sí
aseirsrutacíts-d iusdisis.!siccllv s-sur 2 tu iii 1 tus! of Ks-eba—bj-
cariteuíouso usucsliímzuí ah /4 ceuísaioing zaglucose <II aNt)
cusís? lacuajíze scssíuíu oul!ís-zusuimí ((l25~-~). oía ciesos-jitod Lis’ Seose-
esouussíee os ml. [2-II.oit 37(7. clictttgitig t!íc uoes)iusíí oves-y 3<)
sumís cine) tisotí csspíuacd liar 1 Ii isa 1 tul of frealí oses] jouuí
sí’ ¡ lis <ir sas ¡ tI oit u toas tugsc tuis - TIto modio muí socia Ilion veisiovesí
anil ceutsvi lugos] oíl 3<1<1<> r1auuí. 4<017. Id taisí. so laelíes asís’
colluían u rsost os-ial tisis] socia ctsarcd lrsuo’eus o aliqucai5 dl
— 80>C. Tít o osan j ocuslos-cuse solcoiced muís-a u lío sises] jo un toas
ísaeacu red Lis’ sois] i sai síu tías>osatisacta -
234 Dis¡uc-tace) ¿¡tu iotictt ¡ni tui it/ti Oc)! í-íhi/ísícs
lt:ata wcss-c Idi los-
1 tus’ sloccu
1aiicííicaut tisis) 1ailuittas-joa asome
iciitiis-os-t oiuds-:s- sus-vilo csiiutljtisitus lIco ouuíios-isun isutaes toes-sc
diaceosod ii-co lutos, timo 1us’atcs-jcuv Isulusca cinc! suujuteod ascitis os
cíes-ile suugical tal ciclo. TIto pi ss-mil oms-y colla ave ve i uíceiaossos-l cuí
370(7 mu 4Ysc ls-s’1uaiti <Siscutitu. PAcusltisí. S1uttiui) Icír 2<) usuití.
Trs’íuauti ss-cus iiutuei/scutscd lay lrs’1usiuu iísluiluissuv ls-esutuusoíui
(Sigisití. Mtíslujs-i, Síuouiuíi ouísul clis1aossisits sus- colla socia. oisig—
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sisenled tas’ liilovat¡ng (lío fragnenía ltrsaogls a ates-ile piposto
tija. (‘olla avere pollol tas’ ooos-ilogaíisuís. ¿síus) plaled al a
doosiís’ of 2(1<)(1<l0—2soÁxxí celís/avelí ¡o 24-wcli plaslie
elosíer ti sIses (Falosaus, l3o-eklcun Dioloisíseis Lositavare.
MA,USA) iii l)MEM (45<1<> ng sus- gluccuso/l) sojaplo-
isensed vsi tít 1 <YXc fosal ecíl 1 scruusí (l4oací¡sccu, llareolc,uics.
S¡acuin), slrcíaicuussycin (5<> gg/uual) ¿sssd poo¡eillius (5<) U/fluí)
(‘oíl coitos-es avero ineolausíed al 37%? jus a Isusuaiduliod
alossaucpiiore el 95% ajr—5% CO, ls-ss- 4 days Osí (lío das’ el
liso cxpcriuíaeusí (4 das’s as-tos- ccli plaling). (lío isediouís jo
Oso wells avas s-enaovod ansI (>5 sal of Iresís DMEM,
csaníainiísg 0.6% Hopos ansi 0.25% bovino sos-tun culbususisí
(pH 74) avere asidos] so lite celís los- 60 soin. During lIso
sncubaíieo poned, colla avere placed in an lsounidifsed
atunospitero al 37>C. Tito suios]iuua avas Osen removed ansi
colla wes-e proinousitalesi ir, (1<5 ml nl conaplese Ca2~-con-
taining naediuna ((‘¿s3 15 siM) es- loto Ca2~ -conl¿sioing
naediona (C0~ 2<1<) oM), al 37>C. citaoging sIse uasos]¡ona
cves-s’ 30 [sim. As-sos- lavo 3(1-mm proincobasiosí perioda, the
modiuna toas reuuíeved ls-cusís site colla ansi Irosis tusos] tisis
willssiot <tuascil socrelisín) en wish toas agonía toes-o císides] lo
sise colla lev 3<) tajo Mediuua toas lucís s-eusssavod ¿sos]
coníriloged al 30(1<1 rpusí. 40(7, 1<> nuin, te pollos usos’ cellular
mases-ial ansi toas atores) ¡sí ¿uliqususa 1ro-ten al — 80>C. Viso
ACTI 1 reloased ¡urss llac uusediuuus toas ísuoaaured tas’ rá-
di su sus sta u uscuacacís’-
2.4, A (‘711 ¿¿tui c.ott iroísíc-ueatuc’ rno/ic’/íuunuuítuoí,asv¿uyí
Cos-ticostos-one toas exíraesed fotlowiog (he sasclitod of
Armario ansI Castellanos JI]. BriefIs’. corijoeslorone biod-
¡ng prosein tranacorsio toas its’drols’zed ts’ ¡ocubalion witla
ts-s’psin (Boctas-ingues- Manislicina. Masis-a), Spain) les- (SO















ts-ypsin inisib¡lcsr lveatuíaoou (l3caots-inguor Maonitcina,
Madrid, Spain) luis- 3<) sajo al mons tenspes-cuíoro Corticos-
tos-cune (Sigursa. Madrid. Spain> tocía oses] cus lite ascas’
slcuosias-d. Rcudituituamuosiaaaas’a aves-e porísaruusod ity adding
ecis-liccuames-cíno auííiaos-uín (ltiecl¡ui Cliusiccíl Sos-vires, Cardilf,
U 5<) ansI - Il-cssrliecusíoressic (Atusos-slstaiui Mcudrid, Spairs) os
síaccifie cselivils’ cus-SS Ci/uustuscal (8<1<8> opusí/tobe) sca tIsis
sauxítro. Altos- inculacsíjoo cuí 4e(’ Icír 16—24 it, tite
usntigess—aoíibcuds’ ccuuusplcx avusa sejacírusled u-eisa unbound
aussigen wiít 1% citarcoal ausd cenís-ifoged cus 4>C. 3<1<1<)
rpm. los- lO sísio. Finalís’. (he sopennusíaní sotas decantes] ¿sos]
suuixod avitit a liqois] seioliIlalic,o cocktail beles-e eouotiog.
Cor-ticesterone aosiacrom orcaca-reacta avillí corljoostoreoo
(100%), 1 I-deoxycet-iicosíororse (9%), progesíes-one (0.2%)
usos] lYrs-laidscaxs’prsagcaíorone, 1 I-sicoxycortiaol corlicol,
esíradiol cuod tesisusíersane ( < <1.01%). Tíse Isítoer linají of
acosuis vuis’ os- Ilmo ascas’ wcsa 2 ng/ml - Tite insra ansi
oler-ascas’ variabilius’ toas 5.5 ansi 7.5%. rospeotivols’.
ACTIi s-adioiuisrsauooasaas’ toas pos-ferinos) lollowing site
uíaotitcud of Arta el al. 12] Rcsdieimmssocaasaas’a toes-e pol-
ferinos) Lis’ adolissg ACTIl ansiaes-ouía (A(7TII-I. IgO Corpo-
s-cuuion, Nashville, USA) ansi Sta I-ACTH (Amos-citana,
Madrid, Spain) al apocifio acliviís’ of 2000 Ci/nanaol (8000
c.poi./suito) itt sto sotuoplo llouísssn ACTH (Sigma, Masis-id,
Sítaiuí) wcus oses] cus lío ascas’ standard. Alíes- incobasion tui
4s-C ls-ir 72 it, lío aotigeo—aosibeds’ oersaplex toas separases]
frsauus unhotod ansigen wiít a ceceos) ansibosis’ (igO-
GARCJG, ¡gO Corpsis-auion. N¿ísitviílo. USA) ansi afior 3 it
of ineubaliosí. centnifugeíi cus 4%?, 3000 rpusa, los- 25 miii
Fioally, tite coporssalaol toas decantes] aussi pelleís avere
ceuníed in a ganasiaa ocaunlor. ACTIl anliserona erocc-reacía
avilt ACTH (1—39). iOO%¿ a-síaolanocs’se-ssiaaoiasini.
hes-mono (s-c MSII). <0.2%; g-naelanocyse-csinaulaíiog



















u - [íleos rus- s]s-ítrent c-iíitscssus-amuítna smi (j[<[i muí’ site release sus- Cit:l:.l¡ks. íuismtsvial. ACTuI aumul esmo/ou’ctos-iiuto ¡mu i’,ít[auesi ltyptititomhimttm. 5u±msuitas-cammui
adveusuuí uJuaom,vs. (a) lcmutauod hypíusitaiaau,. (luí uí/suuuatas qmuomoors smtuu (o> aol íonou1 qsmaoerc sss-re ospiscos] sí 01/Rut Ci{l5h¡ío eussates-,ou 1 voloa-esl ssaa uietcrusuummoui
lay ¡sc ¿sIal huy ir, casi sc As-úTIl no loase ls-muís astss--r/sur lsittuitany qumartsna i scsi asumes] 1 a vhs-mí. (Símlu simia vesus-cas-ni mmmc cutusa“si seta oíd íimies u aí~~ mml (SRI0-tus-o
veiccuce. A(STI 5 mus- rimo mcm,,. te-sae címímee aura u/mutis ivísmís 5—7 slotos-otássau “iris por grí‘sp ‘ - ‘alisos ls-muís u O RS’ ureased gmmisips tImas -mss-e ci
1smt/i?cam,i uy dciieromí
“ < <liS) ls-síus ouítíso tc Bical tu yptuuitosio tilo ve le—use: 0.5 ±it. 5 ag/ muí /usíg ss-e u ¡ccoo mus- (SSE Fi‘lo ostt.mtes-ioiu as ACil 5 hosca u sus/ha uy releas,’ 5 ti + II 4
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Fig. 2 lIs-hect sus- s]iiiomemsu csumsco,uimas/uímss síl (leu~5.u/u.Uhi c Nlt~ iris’’) iasiisstíos¡is muís tice toscouce smi (SiWcske ,zsazeriac. <XCIII omícol oiíuioisaiem~ssise isí isuí/amouí
tiypuimiuciismssii piioit;mty astil ashtctsctt s~imaoers <a> lasuSaicol hmyiíumstuatoíuics <tui p¡msííias-y s/uaOes-c: tumid <01 os/tO.sitmt ujacisios-,. caere ec[tsics-.ui tus <toss’~s/ít?St , Ni
ui<,,s,iíe~/,, tlt:Fuilos. stutmzor¡at s-oteomsosl triuccí timo hms-
1usuctioi iom,cc/ ca-sa sic-ss— o,mm/mííui uy ita tu/iut/uy isis-asuso <XCIII release miuuidasss-risco 5ttusscuas-y qssaOesc:
umcutuouiesí in vius-so Cuí/u síus s-eps-osoíu 1 títearis aníl sseo¡eat lises 5 SIIM sss- ¡tisictima <XCIII tus- rsi050si’uosiusso OuiseOctivtuusiins< iu~su,sc 5—5 sioies-tt,mmmtutsuini [sOs-
gs-msu¡s lloica
1 lmys-símtsa!auu,ie veloase: 36 1 u - 5 ng/smi t / iti~ ssr5 icacume tul 05<[>1 ¡ los -sima tos-ial a’, ACrí lo tísica i pu <si city volcosco: 2.8 4. 552 ncc! iii AlIas] /ricg
wes sisciuco !,asai aslremuos! rotoaco: 334 (5/ ‘cg/tui suitu¡ousaio.ssuíuo/mmug ss-em
50
ansI (~—liíaoals-sa~aiís (fILPIi), < 13% Tite Isusvor Ijíuuil sss-
cencilivils’ of lIso cuscas’ toas 1<> ~aoioai/L Tíse muís-a asís!
snsor—cscscis’ scous-ialailits’ tocía 87 cutid [5%, s-ca
1aecíivel~v
25 Sss-a tic/P.ej ¿¡tuca! a-co-,
Staliaíicai auíals’ces toes-e jaerlturunos) usiusis susto sar lsscs,
toas’c ANO VA lelleaved Lis’ lito Ssodeos—Ness-osan— Keats
tect tus- Sludcot’a paises! ¡-toas, os apprcíps-iaso. Dis-foresícea
vero cciiiajolotes] aig iii Izocísus j f siso príu latí!u iiiuy cus- estor sí’ cus
[ccc licuo SO/o: -
3. 14ccíults
Aa clucasvís iii Fig 1 (os—e), (/141> as-sss/ores a iluso c!eíaeuu—
dosis iuucs-ccusc isa sito relecuse cal CIt:i-—liko zuutuiericil jus síu—
ciíes! ltytaes scsI císuíi - ¿sos] así i maoiccuse iii A CIII re[coscotvosaa
pi/ss/sars’ qs-ucus-terc as-sil eos-tioosiersaiue re lecuse su aduouíal
Z.3 Control
GOP 100 oM
5’ZIV.t GRP (iOO oM) u (Leoí





































Fis- 3 Lis-ecu muí 50W oms] ([eudídiCSI N55-lec<5 > uuuumtmtccsts mcm ubes-olease mil CS<ltsloo umuomior/al. Afluí <mss-u ouíO/ssmstos-uísso síu sc/unes? tcypuimtiatouitmi.
pisuaíiosty amud aOmcmmos u mímuanes-ce (al [sumiau rs-u iuy>mmim u momto,,ii ([cl [iciumias>s
1siaoos-s cutis] <si -us-isotios u q cía Oc’’ carro es puised tus GR ‘sus- (4<55 4~ ([~~,5i (u (?[ o NS-
[ruta > i,sitsit,eci n - CRE-tilos- mía ion oíl reloaced ss-as mis- is-rititmss-sh tic ‘scatui/hzy mío acose AtIl] 5 release trsí,sc amitos-isis uitsuitos-y s>siactes-s inc sisases) mí
Cuuisísmusa vepreacuuí miusana ascii sacoicomí linos u 5LM smi pi mcmiii <Xciii sus- cu,Omoiisiorumsso ctumtco,mtrasíu,scs s-rs,ttm 5—8 deis--s-uuuu~namis,iss< por u.-riusr ~. values ts-situm
01/RP-ss-eateii gtiiuu1us utiomí ave. aigisiiicouiitiy s?i/s-os-essz (1 <<iSiS) irusccssiiiist~mil miii] SiSCí’ 4~ <hes
5 ‘-su-Oh :NhIl~~~~ma 1 hisummiix-aiim-sos-ouied gríísí
1cc. Staso’
1
hypcuu[matommmtis- rs ls—aso: 5.5±1>8mtg/icui/itcs- sss u iissíms- smi (145 tilos-dssousss-ios co a <Xciii: icoiscí u ucussisiomma. teLaico acm 4~ 5i 5 sis-/itu! <Xciii /ttig sises 1/samio:





ou- 0 10 100 1000
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qtsarlers. hato conoentvalicsns (uf GRP (1 ansi U) usM> avere
atalo te ¡florease tíse release cuí CRF-Iike mases-ial in solases]
lss’pOllaalauust. tolsoreusa Iuigiser eenconls-al¡tuna of GR P <[<1<>
asís] 100<) nM) toes-e sseccasars’ lo oes-case AcrEí asid
ooviuoc,cserssuie in pi sss isas-s’ cutid adrenosí qoas-sera, roapee-
ti vols’ - Tíse usuta xi uaa ni o íleos síus ACTI 1 ausol cori jesusles-c,síe
ecasíce nís-as ¡c,ss a tocus [cíosud toisis 5 iao 1(1<1 n M sisase.
Tíse csuuaapeíiíi ve csísd cpeoilic GRI> recepícur antagosuial
[-a~
0i ‘—lu—(’l l~ NII—Lost
54) Ius,uuituosiss [2<>].at conoessíraíicuusc
cuí lO, 1(1<> nM car 1
1sM soas avisiteul ellect en tite acorchen
of CRl
t-like usases-ial in icsui socl hypsusisalami ansi en (lío
secretion of AcrEí asad ccurcjccusertaoe o piluitas-s’ ansi
acirenal quantora, respeetivels’ (Hg. 2 a—o), Hosveves-, avisen
tisis antagonisí (lOO nM) toas mixed togotísor avilís GRP
(lOO nM), it ocusiaplesels’ blockos) lIso alisssulasery offeeis of
0141> en tite volease os- CRF-liko nausterial in icolaled its’-
potiíalami auscí cars sise secresicun of A(’TH o pitoilars’
quaríera usos] ccarsiosislersurso iii aclreocíl qucírtera (Hg 3
a—o).
Aa sitotosí o i<ig. 4, site es-loes of retluc¡ng extracolullas-
Ca2 + en Oíe aocroíicuus of ACrEí induced tas’ CRÍ’ toas alaca
olsccrauer¡caes] jo ¿Jiaponaed ansericur pilo isars’ colla alíes- a 30
sisín suscotacusicun pes-ied luí ceospleto (‘a3~-ceoscíioiog suso-
cliuuía (1.5 mM), (‘sl4l’ iuss]ueod sí doae-depensiens ines-ecuse
in ACTII cocresisao. aviuieit peakes] al 100 nM ¿Jose. lo
conírcual, ondos- loso Ca2 -cunsaining medium. (SRi> toas
muvisheul os-lech ouí ACUTí cecreuisun. Tite saíne ross-ulla avere
















l-iigh ca2~mesjium <1.5 mM>
.~>— Low Ca 2~medisam (200 oMí
*1*
0 1 10 100 1000
GRP <nM>
FIg. 4 Calc¡ssm tie5sOndency of AC51i release as a s-eapcittae cm 61<1> in
disperses) ausíerios- lsiiuiiaty cello Fumur miouys otitisure ce ita wes-cimmosítuasesl
wuliu d/ffevesst cmuuícenss-ai¡s,mta el OSES’ in emitís piche Ca’’-os, rmtaississg
ísieml¡ssuuí (Ca’’ 55 usuMí miv an isuw Ca’’csínmaining tuíes]ismits <CV 2(55
oMí [cmv34) mm Dic rs -asti,. shsmwnare s-eprescsstauice dasa os- tuis-co
inds-pcndesus expes-imuicniseas--ii
5ím¿rfisnsumed Sn quadmptioaumr ‘. values ls-muí’
GR Pureases) gruuiajas utsai as-e o/gis i ficísní y diOes-onu <1’ < 1)1151
tysmis <Suaden — Newmsuan — 5<-es, u - a scsi lo - ‘oíl uses (viutis GR l’-lveatesi gvtiupi
in cotoptede o-~> ai055fl5, i tu/mí5-, times] i uit, ulsau as-e signi lea,’st y s]is-It-rest
/‘ < lii)) humus G545’-us-eats,si u. rusups it, [sus- CV - -osumsuainu ng mitediuuis
(Siudemas o tiesí lo tiacai relcoise: 2 [.2 4. [8 píuumíl /5 ACs-u1 i neusí,,plete
Ca’’ s.msimuoaimtimu g ,,ueduíammm: istSj 1.5 psi’,, /5 <XCIII o ‘cas Ca’ otísí sos/u
issg ussed.usss,
4. I)¡scussicsss
Tite rosolIs tal tiso proceos asosis’ cistuw lIso contributisun
cuí tiso hs’pcatisaiasísoa. ¿sobrios- piloilary asid sudrenal gicuod
¡sí ulso selecíse tui (7k l
t-li ko acílerial, ACTI] ¿síus] ocartiesu
clorcuuse iii vius-cí iuuducod its’ CRP, las’ usiísg cu validases)
hisucuasas’ [23—251.lite fact sisal ecancentral isuisa tul 1 ansi [0
nM cas- 0141> cigoitic-notls’ increased lIso secroticuis el CI4It~
Ii ke nacuierial iii colases] its’potitcslasrsi, aviti le iuiglaer otuneouí-
tratisuna (100—1(1<1<) oM) toes-e reqoirecí to elevase tite loyola
sas- ACTI] ansi curticoctorcune in anterior pitoitas-s’ amis]
atironal qoariera. roapeotiveis’, suggosls a greator roapon-
siveocas of tite ityposhalamos so sise cuchen of (SRI> in tEse
secretion of ACTII. Titeso rosolis mas’ soppont tite itypoíts-
ecis tlaal tite stimolatos-s’ aclion of CRÍ’ en iss’potísalan,uc—
piluibas-s’—acironal axis (lIRA) itonaaooo soes-etien in vsvsu
Oct2urs presionsinanlls’ sea a ceníval mecisanisna, ansi ¡5 ja
onusajateusí avisís nao cabsorvasien titas loto siesos of CRP
isuereaced tise socrelien of taosit hes-sisones given ¡.0v taus
nc,l iv. [8,20! As ¿so alíes-nativo intos-protasion, tite agorsisí
ps-capes-des cal Avginino/Vaseproasio (AVP) containod ir,
siso suuediosuu frsuuíu sise its’pcaiitalausiua sital toas taioassas’osl Lis’
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3Abstract
Ibis study examines the effects of gastrin-releasing peptide (GRP) on 5-Hl neuronal
activity in basal and under stress conditions. and its interaction with corticotropin releasing factos-
(CRE) neororss Irutracerebroverttricular (icv) administration of GRP (~, >0, >00 ngIrat) iiicieased
5-HIAA concents-ations in the paraventricular nucleus (PVN) of tbe hypothalamus, but was
wdhoot effect in tbeaccumbeos, supraehiasmatie and arcuate nuelel - Administration of(Leu ~rsg~
CH2NH-Leu
54) Bombesin (10, 100 arad >00 ng/rat; icv), a GRP antagonist had no effeet by itself
on PVN serotonergie activity; however, a dose of 1 pg/rat ofthis compound, completely blocked
the inclease of 5-HIAA eoncentrations indueed by GRP (10 ng) Ihe administration ofús-helical
(9-41) CRE (1,3 aod lO pg/s-at), a CRE antagonist was without effeet on 5-HIAA concentrations
in the PVN iii basa> conditions. Although thisantagonist (10 yglrat) attenuated the stress-induced
socrease of PVN 5-HIAA and ACTI-1 and couticosterone plasma coneentrations, it did not btoek
the melease in 5-Hl neuronal aetivity induced by GRP. By contrast, (Leu itWCH
2N1[Leu 4)
Fornbesin (1 ~ig/s-at)bloeked the increase oFPVN 5-HIAA concents-ations and reducedtlíe ACTH
anel corticostes-one secretion indueed by s-estraint stress.
Osw data suggest that GRP, by aeting on GRP receptors but not via CRE reeeptors,
rncreases 5-Hl neurona> activity in ñame PVN. Furtbermore, under stress conditions endogenous
GRP os- CRE receptor ligands seem to be independently involved in the regulation of tite increase
un 5-Hl neuronal activity, ACTH and corticosterone secretion.
4lísíroduction
Gastrin-releasiog peptide (GRP), a 27-aminoacid peptide, was isolated from porcine non
ants-al gastrie and intestinal tissue and is present in many mamrnalian tissues, inoluding tlie
gastrointestinal trael anel brain (Price et al, 1984) GI{P is the mammalian counterpart of
amphibian bombesio (BBS) and shares most ofthe carboxyl termina! decapeptide sequence with
this peptide except for the sustitution of a Bis residue iostead of a Gin at position 8 (Brown et
al, 1980) BBS-Iike immunoreactivity is widely distributed lo the maínínalian CNS, with the
bigbest corstent found in dame arcuate, suprachiasmatie anel paraventricular nuclei and in the anterios-
pituitary (Steel et al., 1992) By using s-adiolabeled BBS liganel, s-eceptor binding studies have
identifíed a high density of receptors in the sups-achiasmatic, perivents-ieular and paraventicular
nucíei of rat hypothalamus (Ladenheim et al, 1992) and in the anterior lobe of- te pituitary glanel
(Houben et al, 1994), suggesting that tUs peptide rnay play a íelevant role in the regulation of
te hypothalamus-pituitary-ads-enal axis hormone seoretion Indeed, we have s-ecently shown that
GRP mercases CRF-like material, ACTH and coiticosterone in isolated hypothalamus, pituitas-y
and adrenal gland (Gars-ido et al, 1999y Indeed, intraces-ebs-oventricular administration ofGRP,
acting via 0111’ receptors (Gas-rido et al, ¡998), incs-eases plasma ACTH and corticosterone
concentratioos (Olsen et al., 1992, Garrido et al, 1998). lo addition, the increase of both
hormones induced by GRP, can be blocked by ps-etreatsnent witb a CRE receptor antagonist
(Garrido et al., 1998, Mes-ah et aL, 1994),suggesting that the stimulatory action of this
neuropeptide on these pituitary hormones may involve the activatioo of the endogenous CRE
system
A number of studies have shown that bombesin ines-eases dopamine furuction in different
s-at brain areas (Manzanares et al, 1991, Toney eta!, 1992) However, little is known about the
ínvolvement of bombesin-like peptides in the regulation of serotonergie (5-HT) neus-ons in the
5brain. Liposits et ah (¡987) demonstrated a direct synaptic connection between ses-otooergic nerve
tes-minals anel CRE contaioing neus-ons in the paravents-iculas- nucleus ofthe laypotlaalamus (PVN).
Moreover, a number of studies ( Nagakami et al., ¡986, Calogero et al, 1990) stcpport the notion
of an excitatory influence of central ses-otonergic systems upon the tIPA axis bormone secretion
and the association between sts-ess and incs-ease of ses-otonin metabolism in diffes-ent brain regions,
íncluding tIte hypothalamus (Inoue et al., 1994, Shimizu et al., ]992). Recently, Merali et al.
(¡998, Kent et al., ]998) have reported that in vivo release ofBBS-like peptides at the centíal
nocleus of Use amygdala was mas-ked]y increased by stress exposule aod that sts-ess is associated
with tiuctuation in endogenous regional levels of BBS-like peptides and in s-eceptor deosity lo
seves-al bs-ain regions. Taken togetíses-, these data led us to hypothesize that GR!’, as a potent
activator of tite 1-JIPA axis, may be potentially involved in the regulation of serotones-gic activity
and ira tbe regulation of stress response
On ti-tese basis, the present investigation was designed to examine the central effects of
GRP on 5-nT neuronal activity undes- basal and stress conditions, and, by usingthe specific and
compethive GRP and CRF antagonists (Leu13-w-CH2NH-Leu
t4)Bornbesin (Severi et al., 1989)
and a-he]icaI (9-41) CRE (R.ivier et al., 1984), respective]y, evaluate its potential interaction witb
the CRF neurons. Furthermore, in ordes- to deep insight into the role ofGRP lo ti-se tIPA hos-mone
secretion induced by restraint stress, tite effects ofintracebroventriculas- administration ofthe GRP
s-eceptor antagonist (Leut3-w-CH
2NI-I-Leu’
4) bombesin 00 the increase of ACTH and
corticosterone plasma leveis induced lay restraint stress were examined in tite rat
Materjais asid metlíods
Arílmais. Male Sprague-Dawley rats weighiíig 200-250 g wereobtaioed frorn liarían Interfauna
Ibérica (San Feliú de Codines, Barcelona, Spain), maintained jo a temperatus-e- (230C) anel light-
(l¡ghts 00 between 08:00 and 20:00 la) controlled environment and provided food (Panlab) and
tap water ad libitum. Experiments were performed following the highest standards of humane
animal care, rnonitos-ing health care anel minimizing pain and suffering, o accordance to National
and [oternationalLaws Los- <he care and Use of Laboratory Animais
Drugs. Gastrin-releasing peptide (GRP; Península Laboratories, Beinamont, CA, USA), (Leuía~sv~
CH
2NH~LeuijBombesin (Research Biochernicais International, Na<ick, MA, USA) and a-helical
(9-4]) CRF (Sigma Chemicals Co , Madrid, Spain) were dissolved in 09% NaCí. Dnhgs were
administered as indicated in Use Iegends of the approps-iate figus-es
Surgical procedures lo animals s-eceiviog ¡ntracerebrovents-icular (icv) injections a stainless steel
guidecannula was implanted into the right lates-a] cerebral ventricle 5 days ps-los- to the experiment
Rats were anesthetized with Equithesin (3 ml/kg; intraperitoneal) and positioned in a stes-eotaxic
fiame (David Kopflnstruments. Tujunga, California, USA) with the incisor bar set 24 mm be]ow
the horizontal plane A 23-gauge stainless-steel guide cannula was implanted 14 mm latera! to
mielline at bregma (00 mm anterior/posterios-) and 32 mm beiow dura aceording to Kónig and
Kiippei Atlas (1963), and anchored to the skuil with stainless-steel screws One day afies- surgery,
anirnais wes-e handied everyday to minimize Use effects of stress dueto írnnipuiatiorv On Use day
of the experiment, GRP, (LeuctMÍ~CH?NI~t~Leui4)Bombesin, a-helieal (9-4]) CRE os- velaicie
were injected in a volume of 5 !‘~ with a lO pi Hamilton mics-osyringe connected to a 30 gauge
stainiess-steel injector which protruded ] mm beyond Use tip of the guide cannula and loto the
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lates-al ventricie The placement of the cannulas was vesified histoiogicaily and only those anima]s
with ps-opes- icv placements were included in tite study.
Stí-ess procedureUnanesthet¡zed s-ats were confined man acrylic cylindricai tube (inner size ¡6
x 5 x 5.3 cm) for 15 mm, After Uds time period ofrestraint stress animais were removed from the
tubes and rapidly decapitated. Control animais remained in tbeir borne cages.
Tissue dissect¡osi and íieurochemicai analyses. Fronta] brain sections (600 pm) were prepared
mn a cryostat (-90C) and the accumbens, suprachiasmatic, as-cuate and pas-aventricuiar nucleus of
tite hypothalamus were dissected from tlaese sections according to a modification (Lookingiand
and Moore, ]984) oftbe metitod ofPaikovits(1973) Tissuesampleswerepiacedin 60 pl ofOl
M phosphate-citrate buifer (pH 25) containing 15% methano] and stored at-80 0Cuntil assayed
On Use day of tite assay tissue samples were thawed, sonicated for 3 s (Vibra Ceil, mod
VC-50 1, Sonics and Materiais Inc., Danbury, CT, USA), and centrifliged Los- 60s in a Microfiige
(IEC, mod. Centra-MIP4R, Needham, MA, USA) 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) and 5-
hydrnxytryptamine (5-HT) concentraticos in titese tissue extracts were measured by high
performance liquid chromatography (I-IIPLC) with electrochemical detection according to tite
brain s-egion
5 different volumes of tite supernatant were injected onto a Cl 8 reverse-pitase
analyticai columra (5 pm spiteres; 250 x 46 mm; NucjeosiJ; Scbarlasi, Barcejona, SPAIN) whicb
was ps-otected by a precolumn cartridge fuiter (5 pm spheres; 30 x 4.6 mm) Tite I-IPLC column
was coupied to a single coulometric eiects-ode conditioniog celí in series with dual electrode
anaiytical celis (Coulochem II, ESA, Bedford, MA) The conditioning electrode potential was set
as- ]00 nA, anel tite analyticai electrodes wes-e set at +012 V and -0.31 V s-elative to interna! Ag
refes-etice electrodes. Ihe HPLC mobile phase consisted of 01 M phosphate/citrate buifes- (pH
$28) containing 0,! mM ethylenediaminetetracetic acid (EDTA). 0050% sodiuín octylsu!phate
and 250a unethanol. 5-HIAA and 5-1-IT contents of eacla sample were quantifued by compariog
peak heights with those peaL of standards assayed the same day as deternijoed by Shimadzu
Integrator (Shimadzt.s, md C-R4AX-CI-IROMATOPAC, Kyoto, Japan) Tite lower lirnit of
sensitivity of this assay for titese counpounds was 2 to 8 pg per sample Tissue peliets wes-e
dissolved in 1 .0 N NaOH and assayed for protein (Lowíy et al, 1951)
ACTH and corticosterorte radioimmunoassays Trunk biood was collected following
decapitation asad cesutrifisged (3000 rpm; 40C; 15 mio); piasma was stored fs-ozen (-800C) un<ii
hormone assays were perfos-med.
Corticostes-one was extracted foilowing the metísod of Armario and Castellanos (1984).
Bs-iefly, corticosterone binding protein transcortin was hyds-oiyzed by incubation witit trypsin
(Boehringuer Mannheim
5 Madrid, Spain) for 60 mm at room temperattíre. Trypsín was inactivated
by trypsin inhibitor treatínent (Boehs-inguer Mannheim, Madrid, Spain) for 30 mm at room
temperature. Corticosterone (Sigma Chemicais Co, Mads-id, Spain) was used as dame assay
standard Radioimmunoassays were performed by adding corticosterone antiserum (Bioclin
Clinical Services Limited, Cardiff, UK) and
5H-corticosterone (Amerslsam, Madrid, Spain) at
specific activity of88 Ci/mmol (8000 cpm/tube) to tisis mixture, After incubation at 40C f’or ] 6-24
hours, tite antigen-antibody complex was separated from unhonud antigen with 1% chas-coal and
centrifugated at 40C, 3000 rpm, Los- 10 mio Finally, tite supernatauít was decanted and mixed with
a liquid scintillation cocktaii before counting. Corticostes-one antiserum cross-reacts with
corticostes-one (1000 a), 1 i-deoxycorticosteíone (9%), progesterone (02%) and icc-
hids-oxyprogesterone, II -deoxycortisoi, cortisol. estradiol ausd testosterone (<001%) The lower
Iiínit of seositivis-y of the assay was 2 ng/mi. No inter-assay vas-iabiiity was fouod, since both
5)
experiments were measus-e in tite same assay. The intra assay variabiiity was 58 %
ACTH radioimmunoassay was performed foliowing the method of Arts et al (1985)
Radioimmunoassays were performed lay adding ACTH arutiserum (ACTH -1, lgG Corporation,
Nashville, USA) and 5251-ACTH (Ames-sham, Mads-id, Spain) at specific activity of 2000 Ci/mmol
(8000 cpmltube) to tite sampie. Human ACTH (Sigma Chemicais Co, Madrid, Spain) was used
as the assay standard Afier incubation at 40C for ‘72 hours, tIte antigen-antibody compiex was
sepas-ated from unbound antigen with a second antibody (lgG-GARGG, IgO Corporation,
Nashville, USA) and after 3 itours of incubation, centrifuged at 40C, 3000 rpm, for 25 mío.
Finaliy, the supes-natant was decanted and peiiets were counted o a gamma counter ACTH
antiserum cross-reacts with ACTH (1-39), 100%; oc-meianocyte-stimulating hormone (aMSH),
<02%; J3-meianocyte-stimuiating hormone (j3MSH), 04%; 13-endorphin (JBEND), <0. 5% and f3-
Lipotropin (I3LPH), <i3%The lower limit of sensitivity of tite assay was 10 pmoi/i No inter-
assay variabiiity was caicuiated, since both experiments were measured in the same assay. Tite
intra-assay variabiiity was 39%.
Statistical analyses Statistical anaiyses were performed using one or two way ANOVAfollowed
by the Student Newman Keul<s test. Diff’erences were consides-ed signifícant if tite probability of
error was iess than 5%.
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Res u) ts
The effects ot’GRP of5-HT neurona! aetivity were exanained in several brain s-egions As
shown jo table ], CRÍ’ (] <o lOO ng/s-at; icv) 30 mio before decapitation ps-oduced a dose-
dependent increase lo 5-HIAA concentrations in tite paravents-iculas- nucleus of tite hypotFsalamus,
whereas no effects were found in tite tite nucleus accumbens, sups-achiasmatic or arcuate nuc]ei
of tite hypothalamusThe administíation oFGRP did not alter 5-HT cos-scentrations lo ah tite brain
s-egions examined Since GRP failed to alter 5-HT neuroísal activity in the accí.sínbens,
suprachiasmatic and as-cuate nuclei5 the following studies were focussed on the paraventricular
nucleus.
The effects of the competitive and specific GRP antagonist (Leu ua~w~CI~]2NH~Leu 14)
Bombesin on basal and GRP-induced 5-HT neuronal activity were also examined
Ints-acerebroventricular administíation of(Leu
13-w-CI-{
2NH-Leu 54) Bombesin, atdoses of]0, 100
os- ] ¡ig/rat, 30 mm prios- decapitation was without etkct on5-[-IIAA concentrations in tite PVN




Bombesin (1 ig/s-at) mixed together, 30 mm befos-e decapitation, <bis antagonist completely
blocked the stimulatory effects of GR]’ on 5-HT neus-onal activity in this hypothalamic nucleus
(Fig. 2)
ct-itelical (9-4]) CRF has been described as a competitive CRF antagonist (Rivies- et al,
1984) tbat also shows a paital agonist effect atbigis doses In order <o establisit tite possible role
of endogenous CRF ir, <he regulation of 5-HT neuronal activity in the PVN, and to determine
whether or not titis cosrapound exhibited agonist activity on 5-H]AA concentrations, diffes-ent
doses of a-helical (9-41) CRE (1, 3 aod ¡0 pg/rat) wes-e given icv, 20 minutes befos-e
decapitation. a-itelical (9-41) CRE was witlaout effect 00 5-H]AA concentrations at dic desea
admiusistered (Hg 3).
ti
Tites-ole oFCRF in the reguiation of 5-bIT neurona! activity as well as in tite secretion of
plasma A(’TH and corticosterone after restraint stress was also determined by using a-beiical (9-
41) CRF As shown in figure 4A, restraiot sts-ess increases 5-HIAA conceratrations in tite PVN,
aod markedly elevates plasma ACTH and corticosterone concentrations (16 foid; Fig 4B and 4C).
Whes-eas icv administration of a-iteiicai (9-4]) CRF (¡0 ¡tg/rat), 20 mm before decapitation, was
wítitout effect on titese parametes-s in basal conditions, it completeiy biocked tite stress-induced
increase of 5-HIAA concentrations, and attenuated tite stress-induced increase of ACTH and
corticosterosse concentrations (34 and 42 % respectiveiy; Fig. 4A, B and C)
To determine iLCRF is involved in GRP-induced increase of 5-HT neuronal activity, tite
effects of rí-helical (9-41) CRE on GRP-induced increase of 5-HIAA concents-ations were also
examined (Fig. 5): Tite stimuiatory action ofGRP as wei] astite iack ofeffect of a-helical (9-41)
CRE 00 5-HIAA concentrations were revealed again in tbk experiment. On the otiter itand~ icv
administration of a-íaeiical (9-41) CRF (10 ¡ig/rat) 20 minutes before GRP administration(] O
ng/rat; lev) did not block tite activation of 5-HT neuronal activity induced by titis neuropeptide.
Consistent witit Figure 4, tube restraint stress markedly increased 5-HT neuronal activity
in tite PVN (Fig. 6A) as weii as piasma ACTH and corticosterone concentrations (Fig 6 B and
C) In order to determine IfGRP receptors are invoived in stress-induced increase in 5-HIAA
concentrations and on tite secretion of piasma ACTH and corticosterone, tite GRP antagonist
(Leu 13-w-CH2NH-Leu 14) bombesin, was administered icv at a dose of] ig/rat, 45 mm prior
decapitation Whereas titis antagonist was without effect on 5-HT neuronal activity and on tite
secretion of ACTH and corticosterone in basal conditions, it did blocked tite stimuiatory effects
ofrests-aint stress on 5-HIAAconcentrations and attenuated the stresss-induced increase in ACTH
(52%) and corticosterone (43%) concentrations in tite piasma
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Discussion
Mics-odissectioo <echnique for tlae isolatiosa ofdiscrete bralo as-cas is a simp!y anel reliabie
metitod that itas been used for many authos-s and offes-s a good resolution to rneasus-e biogenio
amines in brain ccli groups lay using itigh performance liquid chromatography coupled to
electrochemical detection (Manzanares et al, 199] a, ¡99] b, Paikovits, ] 973, Toney et al,, ] 992).
By meaos oftitis experimental approach, tite prescnt study investigates the central effects of 0111’
on 5-bIT neuronal activity under basal and stress conditions and its potentia! interaction with tite
CIW neus-ons 5-HT neuronal activity was estimated in these experiments by deterínining tite
metabolism of 5-bIT in s-egions of the brain containing 5-1-iT tes-minais Steady-state leveis of
neurotransmittes- are maintained in axon tes-minais during varying rates of neuronal activity by tlame
coupiing between 5-bIT syntitesis, release and metaboiism 5-bIT metaboiism was determined by
measuring the concentrations of tite primary 5-HT metabolite 5-HIAA
GR]~ produced a dose-dependent increase in 5-HIAA concents-ations in tite PVN oftite
hypothalamus, witereas the concentrations of 5-bIT were not affected. By contrast, tite icv
injection of GRP itad no effect on 5-HIAA and 5-HT concentrations in tite nucleus accumbens,
and otiter itypotitaiamic arcas, such as sups-achiasmatic and arcuate nuclei. Ous- resuits are
consistent with tite funding of bombesin-induced activation of 5-bIT sensitive neurons in the rat
dorsal rapite nucleus (Pinnock and Woodrufr 1991), and also in kceping witit tite reported
activation of 5-HT neus-ons and increase of 5-bIT metabolism in tise PVN after electrical
stimu!ation of tite dorsal rapite nucleus (Petersen et al., 1989, Sapities- and Feidman, 1989). On
tite otiter hand, it has been reported that 5-HT neurons fuom the PVN mediate adrenocortical
responses following affercnt neural stimuli, since CRF-cons-aining neíirons projecting frorn tite
PVN to thc median eminence, witicit are invoived in controlling pituitary-adrenocortical function,
reccive synaptic input from 5-HT neus-ons projecting froín Use midbs-ain s-aplse nuclei (Fuller, 1992,
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Feidman et al., 1987). Indeed, CRF, ACTH and corticosterone s-clease is increased in rats by
drugs that enhance serotonin fuoction (Petersen et al., 1989). a fact that is in keeping with oías-
fíridings, since GRP rnarkedly mercases ACTbI and corticosterorae secretion (Garrido et a] -c 1 998,
1999, Merali eta!., ]994, Olsen et al, 1992)
Tite administration of tite GRP antagonist (Leu la~~,Y~CH?NH~LCU 14) Bombesin was
wittuout cifect oíam 5-t-UAA corucentrations isa tbe PVN, indicating t!uat endogenosas GRP is not
tonically regulating 5-bIT activity in titis hypothalamic nucleus. In contrast, tite administration of
titis antagonist completely block tite stimulatoiy effects of GRP 00 5-bIT neuronal activity,
suggesting that this acute action is mediated via GRP receptors
Ncus-ons of tite medial parvocellular division of the PVN reps-esent tite final common
pattsway for the neuroendocrine responses to stress, Titese neurons synthcsize CRF and AVP as
well as a variety of neuropeptides as 6111’ and ps-oject to tite external zone of tite median
emínence where tlaey exocytose their packaged peptides into portal blood in response to sts-ess
Corticotropin-releasing factor (CRF) appears to be tite major factor regutating tite activation of
the hypotitalaíno-pituitary-ads-enal axis, and its icv administration causes many physiological and
behavioral responses resembling titose observcd iii stress (Duon arud Berridgc, >990).
Neurochemical studies itave sitown titat administration ofCRF increases 5-bIIAA concentrations
ín tite prefrontal cortex and itypotitalamus of tite rat (Lavicky and Duno, 1993) and suggest titat
during stress, released CRE can activate tite serotonergic systens. Tite increase of 5-bIT
metabotism in response to different kind of stressors lis different brain s-egions, inctuding tite
hypothalamus, has also been reported, (lnoue et al, 1994, Shimizu et al., 1989, 1992) Qur
findings are in good agreement with titese studies and also demonstrate tI-sat CRF is not tonica]ly
s-egulating 5-1-IT neurona! activity in the [‘VNin basal conditions However, CRF mediates 5-HT
activation isa tite PVN during stress, since tite CRF receptor antagonist, u-itelical (9-41) CRF is
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able to block tite stress-induced increase of 5-bI]AA conceotrations isa tite PVN, anel to attenuate
tite vise of plasma ACTH and couticos¶erone induced Uy restraiot síreas, as repos-ted Uy otlaes-s
(Arnold et al., 1992, Linton et al., 1985, Nakane et al, 1985, Ono et al, 1985, Rivier et al,
1982) In tite case of pharmacological activation of 5-bIT neurons dcc to titis bombesin-like
neuropeptide, tite same dose of a-itelical (9-41) CRE was unable to block tite GRP-induced
increase of 5-1-IT metabolism in tite PVN5 suggesting titat CRF receptos-sas-e not involved now
in tite increase of 5-bIIAA concentrations induced by GRP.
Recent studies related to the effects of GRP on tite HPA functionirig suggest that
bombesin-Iike peptides may work in pas-allel to CREas part of a constellation of responses to
stressors It is known titat various aves-sive conditions influence the leveis and turnover of CRE
at tite central nucleus of the amygda!a (Pich eta!, 1995), a nucleus considered to contribute to
emotional responses Recently, it has been demonstrated that íestraint stress induces an
ímmediate increase ofbombesin-like peptides at tise central nucleus of the amygdala (Merali et
al, 1998) Indeed, paralleling witit CRF changes, release ofbombesin-Iikepeptides and variations
of receptor derasity al different hipoíhalamic nuclei are also induced by restrairat stress (Kent et
al, 1998)




bombesin was wititout effect on 5-HIAA concentrations in the PVN os- corticosterone and ACTEL
plasma leveis. bIowever titis antagonist was able to biock tite stress-induced increase of 5-HT
metabolism in the PVN and of both stress hormones Therefore
5 tlae present data provides
evideoce for tite involvement of GR]’ in tite stimulating effect of stress on plasma ACTH and
corticosterone secretion and 00 5-bIT metabolism jo tite PVN On the basis that ceil bodies of
CRE neurons titat regulate ACTI-I secretion are primarily located in the parvocellular neurons of
tite paraventricular nucleus and that GRI’ is also present in this hypothalamic as-ea, it is iikely that
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GRP nsay stimulate the secretion of ACTI-I and corticosterone in response to stressors by
íncs-easing CRF activity in this nucleus Alternatively. GRP may cause the release of CRF from
the median eminence, since it has also been demonstrated titat bombesin elicits a rapid release of
CRE from the median esninence (Kent et al., ]997). Tite ability oLa CRE antagonist to b!ock tite
secretion of both tite itormones isaduced by GRP (Garrido et al., ]998, N4erali et al., 1994) is in
agreement with titis hypothesis.
In susnmary, tite results obtained in this study suggest titat GRP, by acting on GRP
s-eceptors but not via CRE receptors increases tite 5-HT neuronal activity in tite PVN;
f’urtherínore, it appears that endogenous GRP or CRF receptor ligands are independently involved
ín the regulation of tite incíease in 5-HT neuronal activity, ACTH and corticosterone secretion,
undes- sts-ess conditiosas. Ps-evious observations titat icv administs-ation of GRP provokes a las-ge
increase isa corticosterone and ACTI-I plasma levels togetiter witit tite fact that a GRP receptor
antagonist is capable ofblocking 5-bIT activation as well as elevation in stress hormones are both
solid arguments that claims for a role of GRP isa tite response of tite central nervous system to
sts-ess.
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Etl’ect oficv administration ofGRP 00 5-1-I]AA asad 5-1-IT concentrations in different braisa nuclei
Rats wes-e injected with GRP (1, lO. 100 anel ]000 og/rat) or its salme veiticle (5 ul/rat; icv) Ah









































animais were killed by decapitation 30 mio after titeadministration. Columos represesat means anel
vertical unes 1 SEM of 5-HIAA or 5-bIT concentrations (ng/mgprotein) oftissues from 5-8 niale





Dose response ofthe effects of (Leu53-w-CbI2NbI-Leu
ttBombesin or> 5-HIAA concentrations un
Use paraventrictilar nucleus ira maJe rats Rats were injected with (Leusa~y~CbI
2~NH~Leus
4)
Bombesin (>0, lOO and 1000 ng/rat) or with its salme veiticle (5 pl/rat; icv) and killed lay
decapitation 30 mio later. Columns s-epresent means and vertical fines ] SEM ofpíasma 5-bIIAA
concesatrations oftissues from 6-8 rats.
Figure 2.
Effeet of GRP and (Leu5 3-M¡-CbI
2NH-Leu
1%Bombesin on 5-tILAA conceotrations concentrations
in male rats Rats were injected with GRP (10 ng/rat; 5 gI/rat; icv) and/or (Leuia~w~CtI
2N1~I~
Leu
54)Bonsbes¡n (ipg/s-at; 5 pi/rat; icv) mixed together asad kilied by decapitation 30 misa later.
Control rats were injected icv witit salme vehicle (5 pI/rat) 30 mio prior to decapitation. Columns
represent mearas asad vertical unes 1 SEM of 5-HIAA concesats-ations from tissues of 5-8 rats ~




Effect of a-lselical (9-41 )CRF 00 5-bIIAA concentrations in tite pas-aventricular nucleus in male
rats Rats were iusjected with «-Iselica] CRF (1, 3 and 10 ~Ág/rat;5 ~.tI/rat;icv) and killed by
decapitation 20 mio lates- Control rats were injected icv with salme vehicle (5 il/rat) 20 misa prior
to decapitation. Coluíaans s-epresent meaos and vertical unes ] SEM of 5-bILAA concentrations
from tissues of 5-6 rats.
F¡gure 4.
Effect of a-helical (9-41)CRF on 5-HIAA cosacesatrations in tite pas-aventricular saucleus , and
piasma ACTbI and corticosterone concentrations isa male rats. Rats were injected witit a-helical
CRF(lO ig/rat; 5 il/rat, icv) or its salme veiticle (5 il/rat). 35 mm before decapitatiosa and
exposed to restraint stress (15 misa) immediately before decapitation Control rats were injected
ícv with u-laelical CRF (]O~ig/rat; 5 ¡d/rat; icv) or its salme vehicle (5 pl/rat) 35 mio prior to
decapitation Columsas represesat measas asad vertical unes ±1SEM of 5-bIIAA (panel A), plasma
ACTbI (panel B) or corticosterone (panel C) concesatrat¡ons from from 5-8 rats, * , values from
saline-treated stressed rats asad a-helical CRE-treated stressed rats titat are sigsaificantly different
(¡‘<005) from vehicle-treated controis. #, values from a-helical CRE-treated stressed rats that
are sigsaifícantly different (¡‘<0.05) from saline-treated stressed rats
27
Figure 5.
ElTect ofGRP asad a-helical(9-4])CRF osa plasma 5-bI]AA concesatratiosas isa the paraventricular
nucleus in mate rats. Rats were injected with «-laelica> (9-4> )CRF (lO ig/rat; 5 pl/rat; icv) or jts
salme vehicle (5p1/rat;icv) 20 minutes prior to GRP (10 sag/rat; 5 pl/rat icv) or its salme vehicle
(5 ul/rat;icv) admisaistration, asad killed 30 minutes after GRP injection Control rats were isajected
ícv with salme veiticle (5 pl/rat) twice, 50 aod 30 misa prior to decapitation. Columos represent
means asad vertical unes ] SEM of 5-I-IIAA cosacesatratiosas from tissíses of 5-8 rats. ~, values from
GÍ{P-treated rats that are sigsaificasatly different (¡‘<0.05) from veiticle-treated cosatrois.
Figure 6.
Rats were injected with (Leuia~sv~CH2NbI~Leuí
4) bombesin (1 gg/rat; 5 pl/rat; icv) os- its salme
veiticle (5 pi/rat), 45 mio before decapitation asad exposed to restraint stress (15 misa) immediate]y
before decapitation. Control rats were isajected lev with (Leu13-y-CbI
2NH-Leu
14) bombesin
(1 pg/rat; 5 pI/rat; icv) or its salme vehicle (5 ¡rl/rat) 45 mio prior to decapitation Columsas
represent measas asad vertical unes ±1SEM of 5-HIAA (panel A), plasma ACTH (panel B) or
corticosterone (panel C) concentratiosas from 5-8 rats. * values from saline-treated stressed rats
asad (Leu’3-w-CbI
214bI-Leu’
4) bombesisa-treated stressed rats that are significasatly different
(P<O05) from vehicle-treated controis. #, values from (Leu’3-w-CH
2NH-Leu
54) bombesisa-treated








































ct-hel¡cal (9-41> CRF (~igIrat>
Figure 5

































*o oc o o
o o o o
































o o o o o O
o o o o o
















o o O o O
o o o o













o o o O o o
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Índex tcrms: GRP; Stress; Paraventrictclas- saucleus; 5-itydroxyindoleacetic acid (5-HIAA); 5-
laydroxytryptamisae (5-bIT); ACTI-{; corticostes-one; (Leu ía~w~CbI2NH~Leuí
4)
Bombesin; a-helical (9-41)CRF.
